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The term marginal zone lymphoma (MZL) encompasses 3 rather unrelated lymphoma 
subtypes: the extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue (MZL-
MALT), the nodal marginal zone lymphoma (NMZL), and splenic B-cell marginal zone lymphoma 
(SMZL). In the World Health Organization Classification of Tumors, all 3 types of MZL are 
considered distinct clinicopathologic entities (Swerdlow et al. 2008). NMZL is an uncommon 
form of small B-cell neoplasm originating in the lymph node, whose morphology resembles 
lymph nodes involved in MZL of the extranodal or splenic types, but without evidence of 
extranodal or splenic disease. NMZL molecular pathogenesis is still essentially unknown and 
whose differentiation from other small B-cell lymphomas is hampered by the lack of specific 
markers (Piris et al. 2011).  
 
Research content 
We have characterized the protein-coding genes and miRNA signature for NMZL and 
selected B-cell populations. The expression of selected protein-coding genes and miRNAs was 
validated in a large independent FFPE series by quantitative RT-PCR. Putative targets for the 
miRNAs were also identified. In the present work, we have analyzed gene expression, miRNA 
profile, and copy number data from 15 NMZL cases. For comparison, 16 follicular lymphomas 
(FLs), 5 lymph nodes infiltrated by MALT lymphoma, 4 lymph nodes infiltrated by splenic 
marginal zone lymphoma (LN-SMZL) and 31 SMZL in the spleen were included. The control 
cases were 8 reactive lymph nodes (RLN), 7 spleens with reactive lymphoid hyperplasia (RLH) 
and B-cell subtypes. The results were validated by quantitative RT-PCR in an independent 
paraffin-embedded series including 61 NMZL, 77 SMZL, 57 FL, 5 MZL-MALT, 4 LN-SMZL, 7 RLN 
and 6 RLH.  
NMZL signature showed an enriched expression of gene sets identifying interleukins, 
integrins, CD40, PI3K, NF-kB, and TGFB, and included genes expressed by normal marginal 
zone cells and memory B cells. The most highly overexpressed genes were SYK, TACI, CD74, 
CD82, CDC42EP5, TFEB, LYN, UCP2, ACP5 and HLA-DMA. Genes linked to G2/M and germinal 
center were down-regulated. The expression profiles of lymph nodes infiltrated by NMZL, MZL-
MALT, and SMZL were compared statistically revealing no differentially expressed genes. A t 
test showed 4 miRNAs to be significantly deregulated in NMZL compared with RLN: 3 of them 
were up-regulated (miR-221, miR-555, and miR-29c) and one was down-regulated (miR-532-
5p). The prediction targets for miR-221 and miR-555 included the repressed genes LMO2 and 
CD10, whereas miR-532-5p showed targets in the up-regulated SYK, LYN and RELA genes. 
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Comparison of the gene expression profiles of NMZL and FL showed enriched expression of 
CHIT1, TACI, TRAF4, TGFB1, CD82, PTPN1 and CD44 in NMZL, and BCL6, LMO2, GCET1 and 
CD10 in FL. GSEA analysis revealed enriched pathways related to memory B cells in NMZL 
compared with FL. We also found the IL10 pathway to be strongly represented in NMZL. Genes 
linked to the GC were up-regulated in FL. MiRNAs differentially expressed between NMZL and 
FL were also investigated, revealing 61 deregulated miRNAs: 24 were up-regulated and 37 were 
repressed in NMZL. Some of the up-regulated miRNAs were miR-223 and let-7f, whose putative 
targets are LMO2 and cell cycle-related genes, respectively. The functional relationship between 
miR-223 and LMO2 in B cells has already been demonstrated (Zhang et al. 2010). The let-7 
cluster, including let-7f miRNA, is involved in cell cycle regulation and cell division (Barh et al. 
2010). FL showed strong expression of miR-494, miR-765 and miR-370 among others.  
We also studied the miRNA expression patterns of SMZL relative to NMZL obtaining 44 
miRNAs differentially expressed between these subtypes of marginal lymphoma: These included 
19 miRNAs from the SMZL signature, some of which were the most important miRNAs, such as 
miR-21, miR-155, miR-100, miR-27b, miR-376a and miR-377. Similarly, among the miRNAs with 
increased expression in NMZL were several already known to be overexpressed in this 
lymphoma type, such as miR-199a. 
 
Conclusions 
This analysis shows that the NMZL gene expression profile reproduces the signature of 
normal marginal zone and memory B cells, identifies BCR signaling, interleukins, integrins and 
survival pathways (NF-kB, TNF, TGFB) as the most significant pathways in NMZL pathogenesis, 
and allows new specific markers (TACI, CHIT1, CD44, CD82, TGFB1, miR-223, let-7f and miR-
221) to be proposed as a means of distinguishing this lymphoma type from FL. Our study also 
identifies some possible therapeutic targets, such as TACI and CD74. 
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1.- El linfoma de la zona marginal en la clasificación de los linfomas 
 
La Organización Mudial de la Salud (OMS) clasifica las neoplasias linfoides 
describiendo los criterios clínicos, morfológicos, inmunofenotípicos, genéticos y 
moleculares propias de cada una de ellas. En su edición más reciente (2008), reconoce 
tres entidades de linfoma B de bajo grado relacionadas con la zona marginal: el linfoma 
de la zona marginal extraganglionar de tipo MALT, tejido linfoide asociado a mucosa 
(LZM-MALT); el linfoma esplénico de la zona marginal (LEZM); y el linfoma de la zona 
marginal ganglionar (LZMG) (Swerdlow et al. 2008). Estos tres subtipos de linfoma 
marginal comparten características morfológicas, fenotípicas y patogénicas comunes y 
difieren en otros aspectos como las alteraciones moleculares, la presentación clínica  y el 
tratamiento recomendado (Piris et al. 2011).  
El linfoma de la zona marginal (LZM), en cualquiera de sus tres subtipos, queda 
incluido dentro del grupo de neoplasias de células B maduras de célula pequeña (Tabla 
1). 
 
Tabla 1. Neoplasias de células B maduras en la clasificación de la OMS de 2008.  
Neoplasias de células B maduras  
Leucemia linfocítica crónica/Linfoma de linfocitos pequeños Linfoma de células foliculares cutáneo primario 
Leucemia prolinfocítica de células B Linfoma de células del manto 
 Linfoma esplénico de la zona marginal  
Linfoma difuso de células grandes no especificado de otro modo: 
– Linfoma de células B rico en células T/histiocitos 
– Asociado con inflamación crónica 
– Positivo a VEB, del anciano 
Leucemia de células peludas Granulomatosis linfomatoide 
Leucemia/Linfoma esplénico no clasificable: 
– Linfoma de células B pequeñas, difuso, de la pulpa roja 
– Variante de leucemia de células peludas 
Linfoma de células grandes mediastinal primario (tímico) 
Linfoma linfoplasmacítico: 
–Macroglobulinemia de Waldenstrom 
Linfoma B de células grandes intravascular (angiotrópico) 
 
Enfermedad de cadenas pesadas: 
– Enfermedad de cadenas pesadas α 
– Enfermedad de cadenas pesadas γ 
– Enfermedad de cadenas pesadas µ 
 
Linfoma primario cutáneo B de célula grande difuso tipo pierna 
Neoplasia de células plasmáticas 
- Mieloma de células plasmáticas 
- Plasmocitoma solitario de hueso 
- Plasmocitoma extraóseo 
Linfoma de células grandes ALK-1 positivo 
Linfoma plasmablástico 
Linfoma primario de cavidades 
 Linfoma de la zona marginal extraganglionar, de tejido linfoide 
asociado a mucosa (MALT) 
Linfoma de células B grandes en enfermedad de Castleman 
multicéntrica asociada a HHV8 
 Linfoma de la zona marginal ganglionar: 
– Linfoma de la zona marginal ganglionar, tipo pediátrico 
Linfoma de células B, no clasificable, con características intermedias 
entre linfoma difuso de células grandes y linfoma de Burkitt 
Linfoma Folicular: 
– Linfoma folicular, tipo pediátrico 
Linfoma de células B no clasificable, con características intermedias 
entre linfoma difuso de células grandes y linfoma de Hodgkin clásico 
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2.- La zona marginal normal 
 
En el folículo linfoide secundario se diferencian morfológica e 
inmunofenotípicamente tres zonas: el centro germinal (CG), la zona del manto (MN) y la 
propia zona marginal (ZMn). La ZMn fue descrita por primera vez en el bazo y el 
conocimiento de la composición celular y la función deriva de estudios realizados en 
modelos animales (Guinamard et al. 2000, Kanswal et al. 2008). La zona marginal es un 
área concéntrica al manto folicular presente en órganos linfoides secundarios por lo 
general sometidos a estimulación antigénica (bazo, amígdalas, ganglios linfáticos, 
ganglios mesentéricos y placas de Peyer) (Figura 1). La población celular mayoritaria en la 
ZMn está compuesta de linfocitos B de tamaño medio y citoplasma claro acompañados de 
macrófagos, granulocitos y células dendríticas. Estas últimas, están especializadas en 
capturar antígenos circulantes y presentarlos a las células residentes de la ZMn 
estimulando así la diferenciación a linfocitos B de memoria. De acuerdo con esta condición 
de células de memoria, presentan hipermutación somática en la región variable del gen 
de la cadena pesada de las Ig (IgVH).  
Las células de la ZMn presentan expresión de marcadores de célula B como CD20, 
CD19 y CD79a; sin expresión de CD5, CD10 y CD23. La expresión de la IgM es alta, por lo 
general más alta que las IgA e IgG, con expresión variable de IgD. Además expresan 
CD27, CD21, CD35, fosfatasa alcalina y BCL2; y no expresan BCL6 ni ciclina D1. 
Recientemente se han descrito los genes IRTA1 y MNDA como marcadores selectivos de 
la ZMn (Falini et al. 2003, Kanellis et al. 2009). Adicionalmente a estos marcadores, se ha 
descrito un grupo de genes con elevada expresión en la ZMn: CARD11, CXCL12, CXCR6, 
TACI, MMP12, APRIL, LTB, IFNGR1, COL3A1, AKAP13 e IL2R (Shen et al. 2004).  
La zona del manto (MN) está situada concéntrica al centro germinal y por dentro 
de la ZMn. En ella, los linfocitos permanecen latentes en estado pre-CG y expresan un 
fenotipo: IgM+, IgD+, CD5+ y CD20+. El centro germinal (CG) ocupa la parte central del 
folículo linfoide y es donde tiene lugar la transformación y maduración de los linfocitos B a 
linfocitos de memoria y a células plasmáticas tras la estimulación antigénica. La 
subpoblación celular predominante son centrocitos y centroblastos con inmunofenotipo 
IgM+, IgD-, CD20+, CD10+ y BCL6+ (Figura 1). 
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Figura 1. Folículo linfoide reactivo. a y b) Hematoxilina y eosina:  Morfología e histología del 
centro germinal (CG), zona del manto (MN) y zona marginal (ZMn). c) Bcl2: Centro germinal 
bcl2– y manto y zona marginal bcl2+. d) MNDA: Zona marginal MNDA+, centro germinal 
MNDA-. 
 
La función de la ZMn ha sido bien estudiada en ratones, donde se ha demostrado 
que las células de la ZMn están implicados en la respuesta inmune TI-2 (timo 
independiente). En virtud de la localización histológica de la zona marginal, más próxima 
a la linfa aferente, la respuesta inmune basada en la misma permite una reacción más 
rápida frente a antígenos bacterianos. Además, el grado de exposición al antígeno 
determina la intensidad en la actividad de la zona marginal lo que explica la gran 
variabilidad descrita en la presencia de mutaciones somáticas en el gen IgVH (Guinamard 
et al. 2000).  
 
3.- Linfoma de la zona marginal ganglionar (LZMG) 
 
El LZM incluye una constelación de diferentes enfermedades con algunas 
características morfológicas, inmunofenotípicas y patogénicas comunes, pero que en la 
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mayoría de los casos muestra diferente presentación clínica, distintas alteraciones 
moleculares y diversas recomendaciones terapéuticas (Piris et al. 2011). 
El linfoma de la zona marginal ganglionar (LZMG) es un linfoma B que afecta a los 
ganglios linfáticos con una morfología similar a la presentada por los ganglios infiltrados 
por LEZM o LZM-MALT pero sin evidencia de afectación en localización MALT o esplénica 
(Traverse-Glehen et al. 2012). En 1986, Sheibani diagnostica por primera vez 3 casos de 
linfoma B de bajo grado acuñando el término linfoma B monocitoide pues la morfología y 
el inmunofenotipo de las células tumorales se asemejaban a los de la célula B 
monocitoide (Sheibani et al. 1986). Un año después, Cousar propuso el término linfoma 
parafolicular debido a la morfología y al patrón arquitectural del tumor (Cousar et al. 
1987). La relación del linfoma monocitoide con la ZMn fue sugerida por Piris en 1988 
(Piris et al. 1988). Harris y colaboradores proponen la entidad linfoma de la zona marginal 
ganglionar como un subtipo dentro del linfoma de la zona marginal extranodal de tipo 
MALT (Harris et al. 1994) para posteriormente definir el LZMG como una entidad 
independiente de los otros dos subtipos de LZM en 1999 (Harris et al. 1999). 
Actualmente, según la última clasificación de la OMS, se considera una entidad clínico-
patológica distinta de los demás subtipos de linfoma B de bajo grado (Swerdlow et al. 
2008).  
 
3.1.- Manifestaciones clínicas: la frecuencia del LZMG es muy baja, menos del 2% 
de las neoplasias linfoides (Swerdlow et al. 2008). La edad media de aparición varía 
dependiendo de las series publicadas, 57 años de la serie francesa de Traverse-Glehen 
(Traverse-Glehen et al. 2006), 62 años del estudio de Camacho (Camacho et al. 2003) 
y 63 años de la serie italiana publicada por Arcaini (Arcaini et al. 2007). Las 
localizaciones más frecuentes de las adenopatías en el momento del diagnóstico son 
periférica (cuello, inginal y axilar) y abdominal (ganglios paraaórticos y mesentéricos) 
(Nathwani et al. 1999). La afectación de la médula ósea está  presente en alrededor 
del  40%,  variando desde un 28% (Nathwani et al. 1999) hasta un 62% (Traverse-
Glehen et al. 2006); mientras que la infiltración de sangre periférica y las citopenias 
son raras (Arcaini et al. 2009). La progresión del LZMG a linfoma B de célula grande es 
un evento inusual que si sucede, comúnmente ocurre en el ganglio linfático, sin 
infiltración extraganglionar (Piris et al. 2011). 
En pacientes jóvenes, la OMS distingue el subtipo  de linfoma de la zona marginal  
“pediátrico”, que  presenta características clínicas distintas y por lo general se diagnostica 
en estadíos tempranos  con un pronóstico excelente (Arcaini et al. 2009). 
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3.2.- Morfología: la arquitectura tumoral en el ganglio linfoide suele ser muy 
característica, con un patrón de crecimiento de las células neoplásicas en la zona 
perifolicular, rodeando los centros germinales y con frecuentes imágenes de 
colonización de los folículos linfoides. Este patrón nodular es evidente con tinciones 
para dendríticas, que muestran los centros residuales, incluso cuando el patrón es 
difuso (de Leval et al. 2001, Salama et al. 2009). La citología tumoral es polimorfa y 
aunque la población predominante son los linfocitos B pequeños con citoplasma claro 
(células de la zona marginal), pueden encontrarse tambien células tipo centrocito, 
células B monocitoides, células grandes aisladas y células con diferenciación 
plasmacítica ocasionales.  
 
3.3.- Inmunofenotipo: El fenotipo en la mayoría de los casos es semejante al LZM-
MALT: IgD-, CD20+, CD5-, CD10-, BCL2+, BCL6-, CD23-, CD43+/-, IgM+, ciclina D1-, 
IRTA1+, MNDA+ (Arcaini et al. 2009, Piris et al. 2011) ; aunque existe un grupo similar 
al LEZM, donde el fenotipo es IgD+, (Campo et al. 1999). Ocasionalmente, algunos 
casos muestran el fenotipo característico de las células B monocitoides: BCL2-, p21+, 
ciclina E+, IRTA1+; lo que ha sido sugerido como un estadio concreto de activación en 
el curso de la enfermedad (Camacho et al. 2001).  
 
3.4.- Alteraciones moleculares: aunque en los otros subtipos de LZM han sido 
descritas alteraciones moleculares características, como la pérdida de 7q22-31 en 
LEZM o la t(11;18) en LZM-MALT, en el LZMG no se conoce ninguna alteración 
molecular específica de este linfoma. Las alteraciones moleculares más frecuentemente 
encontradas, si bien no son exclusivas del LZMG, son la trisomía del cromosoma 3 (50-
70%) y la deleción en 6q23 que supone una disminución en la expresión de TNFAIP3 
(A20), regulador negativo de NF-kB (Honma et al. 2009, Kato et al. 2009, Novak et al. 
2009). TNFAIP3 puede verse también inactivado por mutación somática y/o 
microdeleción en secuencias exónicas del gen en un 33% de los pacientes (Novak et 
al. 2009). La condición de regulador negativo de NF-kB por parte de TNFAIP3, 
repercute en la activación de NF-kB, tanto por deleción de 6q23 como por mutación en 
el gen (Honma et al. 2009, Kato et al. 2009, Novak et al. 2009).  
Recientemente, un estudio citogenético en LZMG ha identificado una nueva 
alteración cromosómica, la t(11;14)(q23;q32) en 1 de 7 casos, con participación de los 
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genes IgH y DDX6, proponiendo una posible contribución de DDX6 en la patogenia del 
LZMG por desregulación de BCL6 de forma independiente a NF-kB (Stary et al. 2013). 
Adicionalmente a las anteriores, pueden presentarse, con frecuencia variable, 
otras alteraciones citogenéticas como +7, +12, +18; reordenamientos afectando a 
diversas zonas del cromosoma 1 (1q21, 1p34, 1p36); ganancias en 1q, 6p, 8q, 12q y 
18q; y deleciones en 19q13 (Ferreira et al. 2008, Salido et al. 2010, Rinaldi et al. 2011, 
Stary et al. 2013).  
 
3.5.- Hipermutación somática: los reordenamientos en el gen de las 
Inmunoglobulinas son un evento característico de las células B, permitiendo una gran 
variabilidad de anticuerpos capaces de reconocer por tanto el mayor número posible de 
antígenos. Además de estos reordenamientos, propios de la maduración de la célula B 
en la médula ósea, en el CG del folículo linfoide tiene lugar la hipermutación somática 
en IgVH, aportando un extra de variabilidad y afinidad de los anticuerpos. La naturaleza 
de las mutaciones somáticas en IgVH permite distinguir distintas subpoblaciones 
celulares en el folículo linfoide secundario: células B “vírgenes” sin mutaciones en el 
gen IgVH, células de CG con mutaciones en IgVH y variabilidad intraclonal, y células B 
de memoria con mutaciones somáticas en IgVH y selección antigénica (Conconi et al. 
2001) (Figura 2). Por último, el estudio de estas mutaciones permite determinar el 
estado de maduración de las células tumorales y con ello estimar el origen de la 
población neoplásica (Camacho et al. 2003) (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Diagrama representativo de la diferenciación de célula B en el folículo linfoide y su 
relación con los linfomas B de bajo grado.  
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La serie española de Camacho y col. demostró la presencia de hipermutaciones 
con predominio de la subfamilia VH3 (80%) (Camacho et al. 2003) mientras que la 
serie francesa publicada por Traverse-Glehen y col. encontró una mayor frecuencia de 
VH4-34 (50%) (Traverse-Glehen et al. 2005). Sin embargo, el reducido tamaño de las 
series publicadas no permite relacionar estos datos con parámetros clínicos (Rinaldi et 
al. 2011, Traverse-Glehen et al. 2012). 
 
3.6.- Estimulación antigénica crónica: la importancia del microambiente en la 
patogénesis de los linfomas ha sido demostrada gracias a las observaciones que 
vinculan enfermedades autoinmunes o patógenos virales y bacterianos específicos con 
determinados tipos de síndromes linfoproliferativos (Herreros et al. 2008). La 
estimulación inflamatoria crónica puede, en ocasiones, suponer una situación previa al 
tumor y por tanto contribuir en la aparición y el desarrollo de los linfomas (Mantovani 
et al. 2008, Vendrame and Martínez-Maza 2011).  
Los linfomas no-Hodgkin han sido asociados con el Virus de la Hepatitis C (VHC) 
en su patogenia, y en concreto el LZMG ha sido descrito como la neoplasia más 
frecuentemente asociada con el VHC (Zuckerman et al. 1997, Arcaini et al. 2007). 
Dependiendo de la serie publicada, la frecuencia encontrada para el VHC es variable: 
24% en la serie publicada por Arcaini et al. (Arcaini et al. 2007), un 20% en la serie de 
Camacho et al. (Camacho et al. 2003), un 5% en la serie de Oh et al. (Oh et al. 2006) 
mientras que en el estudio de Traverse-Glehen et al. (Traverse-Glehen et al. 2006) no 
se detectó ningún caso con VHC.  
La presencia o ausencia del VHC puede determinar el tipo de subfamilia utilizada 
en el reordenamiento de los genes de inmunoglobulina. De esta forma, en la serie 
publicada por Marasca y col., en los casos VHC+ predominó la subfamilia VH1–69 
mientras que en los negativos lo hizo la familia VH4-34 (Marasca et al. 2001). 
 
3.7.- Diagnóstico diferencial: el diagnóstico diferencial del LZMG frente a otros 
linfomas de bajo grado, especialmente frente al linfoma folicular, o frente a situaciones 
no tumorales, como la hiperplasia reactiva o la linfocitosis monoclonal, requiere en 
muchas ocasiones de la combinación de hallazgos clínicos, morfológicos, 
inmunofenotípicos y genéticos. Esta dificultad se debe a la ausencia de criterios claros 
y reproducibles en el diagnóstico como consecuencia de la falta de marcadores 
específicos de LZMG (Piris et al. 2011, Traverse-Glehen et al. 2012).  
 24 | INTRODUCCIÓN 
 
 Caracterización Molecular del Linfoma de la Zona Marginal Ganglionar 
1. El linfoma folicular (LF) con patrón de diferenciación marginal puede ser 
histológicamente indistinguible de un LZMG con colonización folicular (Traverse-
Glehen et al. 2012). En estos casos, pueden utilizarse tinciones con marcadores de 
CG como BCL6, CD10 o GCET1, que serán positivos para el LF y negativos en el 
LZMG. Sin embargo, hay casos en que el LZMG presenta centros germinales 
residuales con colonización parcial por células de la zona marginal, que pueden dar 
tinciones CD10+/BCL6+, por lo que la t(14;18)(q32;q21) puede ayudar a 
discriminar en estas ocasiones (Arcaini et al. 2009). Recientemente, nuestro propio 
grupo identificó al gen MNDA como nuevo marcador con valor diagnóstico en 
LZMG frente a LF, aunque ocasionalmente casos de LF pueden mostrar expresión 
de MNDA (Kanellis et al. 2009). 
2. El LZM extraganglionar, tanto el LEZM como el LZM-MALT, son histológica y 
morfológicamente indiferenciables del LZMG, por lo que la localización primaria del 
tumor es esencial en el diagnóstico. No obstante, cuando la enfermedad está 
diseminada a ganglios y bazo, el diagnóstico puede ser dificil, más si tenemos en 
cuenta que el LZMG puede presentar fenotipos similares tanto al LEZM (IgD+) 
como al LZM-MALT (IgD-).  
 frente a LZM-MALT: marcadores moleculares como la t(11;18)(q21;q21), con 
frecuencia varable según la localización del tumor (Du et al. 1997), o la 
expresión de MALT1, BCL10 y FOXP1 (Swerdlow et al. 2008) pueden servir 
de ayuda en el diagnóstico de estos tumores. 
 frente a LEZM habrá que tener en cuenta alteraciones citogenéticas como la  
del(7q) que se encuentra en el 40% de los pacientes con linfoma esplénico 
(Ferreira et al. 2008, Salido et al. 2010).  
3. Situaciones no tumorales, como la hiperplasia folicular reactiva en el ganglio 
(GLR) o la linfocitosis B monoclonal (LBM), pueden también reproducir el patrón 
de infiltración por células de la zona marginal y presentar por tanto dificultad en el 
diagnóstico diferencial (Nieto et al. 2009, Lanasa et al. 2010, Shanafelt et al. 
2010).  
4. El linfoma de células del manto (LCM) puede presentarse también con un 
patrón similar al LZM. En estos casos, la tinción con ciclina D1 o el estudio de la 
t(11;14), típicas del LCM  ayudan al diagnóstico (Swerdlow et al. 2008). 
5. La leucemia linfática crónica (LLC) suele presentarse con patrón difuso, pero 
en ocasiones infiltración focal puede tener un patrón interfolicular. El  diagnóstico 
será a favor de LLC si: 
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 inmunofenotipo IgD+, CD5+, CD23+, CD43+  
 citometría para CD22/CD25 
 alteraciones citogenéticas detectables por FISH:  
- 13q14.3 (50%) 
- 11q22-23 (20%) 
- trisomia 12 (20%) 
(Piris et al. 1998, Ocio et al. 2005, Swerdlow et al. 2008) 
 
3.8.- Factores con valor pronóstico: los trabajos publicados hasta ahora en LZMG se 
limitan a series de pequeño tamaño por lo que se carece de marcadores biológicos 
pronósticos (Piris et al. 2011). Por ello se hace necesario mejorar nuestro conocimiento 
sobre los mecansimos moleculares implicados en la patogenia de este tumor, para de 
acuerdo a esto poder identificar nuevos marcadores con valor diagnóstico y pronóstico. 
No obstante, han sido publicados algunos índices pronósticos clínicos en LZMG: 
1. El IPI, International Prognostic Index, fue originalmente creado para linfomas de 
alto grado, y aunque se ha descrito su utilidad en linfomas de bajo grado, en las 
series publicadas en LZMG solo es capaz de pronosticar un reducido grupo de 
pacientes con alto riesgo (Traverse-Glehen et al. 2012).  
2. El FLIPI, Follicular Lymphoma International Prognostic Index, ha sido también 
utilizado en LZMG en distintas series, llegando incluso a discriminar 
significativamente grupos con diferente supervivencia global (Oh et al. 2006, 
Arcaini et al. 2007). 
3. Otros factores clínicos y biológicos, han sido relacionados con pronóstico y con 
supervivencia. En la tabla 2 se muestra un resumen de estos factores.  
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Tabla 2. Factores clínicos y biológicos relacionados con pronóstico y supervivencia en las series 
publicadas en LZMG. LDH: lactato deshidrogenasa. ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. 
VHC: virus de la hepatitis C. Modificada de la revisión de Arcaini y col. (Arcaini et al. 2009). 
 
3.9.- Tratamiento: no existe un tratamiento estándar, depende de las circunstancias 
clínicas específicas de la enfermedad en cada paciente (Piris et al. 2011). Así, en 
estadíos tempranos, los pacientes suelen tratarse con cirugía y radioterapia, 
mientras que en etapas más avanzadas del linfoma, el tratamiento consiste en la 
combinación de rituximab con quimioterapia (Arcaini et al. 2009). Adicionalmente a 
este tratamiento más estandarizado, otros fármacos como bortezomib (inhibidor del 
proteosoma) o veltuzumab (anti-CD20 humanizado), han sido utilizados en el 
tratamiento de linfomas no-Hodgkin, incluyendo LZMG, con algunos casos de 
remisión parcial en LZMG (O'Connor et al. 2005, Morschhauser et al. 2009).   
En aquellos pacientes VHC+ que no requieran tratamiento urgente del linfoma, 
pueden administrarse fármacos antivirales como ribavirina (Vallisa et al. 2005). 
 
4.- Microarrays en el estudio de perfiles de expresión 
 
Una microarray de ADNc es una técnica molecular que consiste en la imprimación 
de gran cantidad de secuencias de ADN, llamadas spots o sondas, en un soporte físico, 
por lo general de cristal (Figura 3). Cada una de esta sondas se corresponde con la 
secuencia complementaria a un fragmento de ADN o ARN específico, lo que permite 
analizar la expresión de miles de genes o miRNAs en un único experimento. Actualmente 
existen múltiples tipos de microarrays (también conocidos como chips) de muy diversas 
casas comerciales, dependiendo del objetivo del estudio:  
Serie Revista Año Factores Pronósticos Supervivencia Global 
Camacho et al. Am J Surg Pathol 2003 
Survivina – 
Caspasa 3 - 
Ciclina E + 
Petit et al. Haematologica 2005 --- 
Ki67 + 
IRF4 + 
Oh et al. Ann Hematol 2006 
Edad > 60 
LDH elevada 
Hemoglobina > 12 g/l 
Infiltración de médula ósea 
No antraciclina 
ECOG ≥ 2 
Estadio III / IV 
Síntomas B 
ECOG ≥ 2 
Hemoglobina > 12 g/l 
Infiltración de médula ósea 
Estadio III / IV 
Arcaini et al. Br J Haematol 2007 
Síntomas B 
Hemoglobina > 12 g/l 
Edad > 60 
LDH elevada 
Infiltración de médula ósea 
VHC + 
Kojima et al. Cancer Sci 2007 --- Edad > 60 
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- estudios de expresión génica con microarrays de ADN u oligonucleótidos 
- perfiles de expresión de miRNAs por microarrays de miRNA  
- análisis de número de copias (ANC) con microarrays de CGH 
- patrones de metilación del ADN: microarrays de metilación 




Figura 3. Microarrays de ADNc. Diagrama representativo de la fabricación y el protocolo de 
hibridación y análisis de un microarray de expresión génica. Modificado a partir de Duggan y 
col. (Duggan, Bittner et al. 1999). 
 
El primer trabajo de expresión génica en arrays data de fue publicado en 1995 por 
Schena y col. en la revista Science (Schena et al. 1995). Desde esta primera publicación, 
las microarrays han sido utilizadas masivamente en la investigación biomédica y muy 
especialmente para estudiar los mecanismos moleculares implicados en el cáncer, donde 
los microarrays permiten identificar genes y miRNAs con expresión diferencial, en 
concreto genes supresores de tumores y oncogenes. Esta identificación de genes y 
miRNAs desregulados aporta una visión global del perfil transcripcional de la enfermedad, 
que tras su validación funcional, puede suponer mejoras significativas en el conocimiento 
de la patogenia y el desarrollo del cáncer (Kaminski and Friedman 2002).  
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Una de las herramientas más utilizadas en el análisis de datos en microarrays es el 
clustering, gracias al cual podemos identificar genes involucrados en funciones comunes 
como la regulación de una misma ruta metabólica (Eisen et al. 1998). La aplicación de 
este análisis estadístico ha permitido facilitar el diagnóstico del cáncer discriminando entre 
situaciones tumorales y neoplásicas y mejorar las clasificaciones de algunos tumores 
(Quackenbush 2006). Sin embargo, como consecuencia de estudiar miles de genes en un 
solo experimento, habrá que analizar una matriz con elevado número de genes y reducido 
número de casos, lo que condiciona la reproducibilidad del ensayo (Yauk and Berndt 
2007). Por tanto, se hace necesaria la validación de los resultados utilizando una técnica 
diferente aplicada a una serie independiente de muestras. Las técnicas más 
frecuentemente aplicadas a esta validación son la PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-
CPR) y las tinciones inmunohistoquímicas (IHQ).  
 
4.1.- Perfil de expresión génica en linfomas: la OMS en su clasificación de 2001 
(Harris et al. 1999) incorporó por primera vez hallazgos moleculares en los criterios de 
clasificación de las neoplasias linfoides, manteniéndose después en la clasificación más 
reciente de 2008 (Swerdlow et al. 2008). La inclusión de estos nuevos criterios ha 
permitido completar la clasificación de linfomas en varios aspectos: 
- distinguir nuevos subtipos tumorales (Golub et al. 1999) 
- definir marcadores tumorales (Kobayashi et al. 2003)  
- mejorar la caracterización tumoral (Alizadeh et al. 2000) 
Por tanto, el estudio de los perfiles de expresión es de gran relevancia en las 
neoplasias linfoides, y de hecho, desde finales de los años 90 han aparecido 
numerosos trabajos donde se ha utilizado la técnica de microarrays en el estudio de los 
linfomas. En virtud de estos trabajos, se han identificado eventos genéticos con los que 
construir nuevas herramientas para facilitar el diagnóstico y el pronóstico (Tiwari 
2011), y que permitan a su vez generar nuevas terapias con las que combatir la 
enfermedad (Lossos 2008).  
La implicación del factor de transcripción NF-kB en neoplasias linfoides es un 
evento frecuente en linfomas no Hodgkin, en los que se ha demostrado su activación 
mediante modelos experimentales y estudios de expresión génica (Karin et al. 2002). 
Genes implicados en rutas metabólicas y mecanismos antiapoptóticos, como AKT, BCL2 
o BIRC5, son activados por este conjunto de factores de transcripción, contribuyendo 
de esta manera en la patogenia de los desórdenes linfoproliferativos (Tracey et al. 
2005).    
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Prácticamente todos los linfomas B de célula pequeña, han sido también 
estudiados por microarrays, identificando firmas moleculares y diversos factores 
implicados en la patogenia y el pronóstico de estos desórdenes: 
1. LLC: se han descrito varios factores moleculares implicados en el pronóstico de 
esta leucemia, como alteraciones citogenéticas en 17p y 11q, la expresión de 
CD38 y ZAP-70 o el estado mutacional de IgVH (Oscier et al. 2002, Wiestner et al. 
2003, Schroers et al. 2005). A pesar de la existencia de estos factores, aún no se 
ha identificado un único factor pronóstico capaz de asignar una tratamiento 
eficiente a la enfermedad, por lo que el análisis del patrón molecular de estos 
tumores puede ayudar a clasificar los pacientes en grupos según su respuesta a la 
terapia. La expresión de genes relacionados con la activación del factor de 
transcripción NF-kB (Rodríguez et al. 2004) y la señalización de BCR (Davids and 
Brown 2012) han sido asociados con supervivencia en LLC.  
2. LF: aunque la firma molecular del LF ya ha sido descrita (Husson et al. 2002), no 
se conocen marcadores biológicos robustos que permitan predecir el curso clínico 
de los pacientes. El factor biológico característico de este linfoma es la t(14;18), 
causante de la sobreexpresión de BCL2 y comúnmente asociado a mal pronóstico 
(Christie et al. 2008). Estudios de expresión génica han identificado un grupo de 
genes capaz de clasificar a los pacientes en función del pronóstico, constituyendo 
una herramienta alternativa a los criterios clínicos e histológicos para la elección 
del tratamiento (Glas et al. 2005). 
3. LCM: los estudios moleculares en este linfoma demuestran que los distintos 
subtipos descritos en la enfermedad hasta la fecha conforman una única entidad 
desde el punto de vista molecular con un alto grado de homogeneidad en su perfil 
de expresión, donde destaca la desregulación de genes implicados en señales de 
supervivencia. Sin embargo, pese a esta gran homogeneidad en el patrón de 
expresión génica, existe una variante indolente del LCM caracterizado por 
hipermutación en IgVH, cariotipo no complejo y perfil de expresión propio con baja 
expresión de genes como SOX11 y HDGFRP3 entre otros (Fernández et al. 2010). 
Adicionalmente, se caracteriza también un subgrupo poco frecuente de MCL sin la 
t(11;14), inherente a este linfoma, y por tanto negativo para ciclina D1 (Martínez 
et al. 2003, Rosenwald et al. 2003).  
4. LZM: la serie más amplia descrita hasta el momento para el estudio del perfil de 
expresión génica en LEZM fue publicado por nuestro grupo en 2005 (Ruiz-
Ballesteros et al. 2005) demostrando la sobreexpresión de genes implicados en la 
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activación de BCR, TNF y NF-kB y oncogenes como RHOH y TCL1A. Previamente a 
este estudio se publicaron otros dos trabajos donde se describe por un lado la 
sobreexpresión de NOTCH2 (diferenciación de células de la zona marginal) (Troen 
et al. 2004) y por otro la sobreexpresión del gen antiapoptótico AKT1 
(Thieblemont et al. 2004).  
En el LZM-MALT también se ha descrito, en dos trabajos independientes, el 
patrón de expresión génica por microarrays. El estudio de Huynh y col. describe 
una firma molecular del LZM-MALT gástrico que permite distinguirlo de la gastritis 
causada por H. pylori (Huynh et al. 2008) mientras que el ensayo de Chng y col., 
llevado a cabo en muestras de pulmón, identifica grupos de genes deregulados 
que caracterizan a su vez a grupos de pacientes con características patológicas 
distintas (Chng et al. 2009).  





Los microRNAs (miRNAs) fueron descritos por primera vez en C. elegans por Lee y 
col. en 1993 (Lee et al. 1993), aunque no ha sido hasta la última década cuando se ha 
descubierto su gran potencial como moléculas reguladoras de la expresión génica. Según 
la base de datos miRBase, del Instituto Sanger (http://www.mirbase.org/), hasta el 
momento se han descrito en humanos 1527 precursores y 1921 miRNAs maduros tanto 
por homología de secuencias como por predicciones informáticas. 
Los miRNAs son moléculas de ARN intrónico monocatenario de cadena sencilla y 
pequeño tamaño, de 18 a 24 nucleótidos. Estas moléculas son capaces de silenciar la 
expresión génica por interacción con secuencias complementarias al extremo 3’ UTR del 
ARN mensajero (ARNm), causando su degradación, en caso de apareamiento de 
secuencia perfecto, o su represión en caso de apareamiento parcial (Figura 4). 
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Figura 4. Mecanismo de silenciamiento génico por miRNAs.  
 
5.1.- Procesamiento y mecanismo de silenciamiento génico: la enzima 
polimerasa RNA-pol II transcribe la secuencia de ADN formando tránscritos endógenos 
de unos 200 pares de bases (pb) llamados pri-miRNAs (Lee et al. 2002, Cai et al. 
2004). Estos pri-miRNAs son ahora reducidos por la encima DROSHA generando 
estructuras en horquilla de unos 70 pb conocidos como pre-miRNAs, los cuales son 
transportados fuera del núcleo por la proteína transportadora EXPORTIN-5 (Lund et al. 
2004). En el citoplasma, los pre-miRNA son madurados a estructuras bicatenarias de 
unos 20 pb por la enzima ribonucleasa DICER, tras lo cual, el complejo RISC, 
selecciona una única hebra de ARN funcional que formará el miRNA maduro (Lee et al. 
2003). El complejo RISC-miRNA se une por fin al extremo 3’ UTR del ARNm del gen 
diana, impidiendo su traducción y ocasionando por tanto el silenciamiento génico 
(Figura 3).  
Del mismo modo que los factores de transcripción, varios miRNAs pueden regular 
a un mismo gen, a la vez que un único miRNA puede afectar a la expresión de más de 
un gen (Doench and Sharp 2004). La regulación de la transcripción en los miRNAs 
depende de las mismas rutas de señalización que el gen diana (Kim and Kim 2007). 
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5.2.- MiRNAs y célula B: se ha demostrado recientemente que los miRNAs juegan un 
papel crucial en el desarrollo del linfocito B, identificando miRNAs implicados en la 
homeostasis hematopoyética y en la diferenciación en los distintos estadíos de célula B 
(Tan et al. 2009, Jima et al. 2010, Vasilatou et al. 2010).  
MiR-223 podría estar implicado en la transición de célula B “virgen” a CG, y de 
ésta a célula B de memoria a través de la regulación del gen LMO2; mientras que miR-
9 y miR-30 podrían regular al gen PRDM1 el cual está implicado en la diferenciación de 
célula de CG a célula plasmática (Zhang et al. 2009). Además de miR-223, otros 
miRNAs han sido identificados regulando la diferenciación de célula B como miR-150, 
miR-155 , miR-181a y miR-146. MiR-150 controla al factor de transcripción C-MYB y se 
expresa en células B maduras (Xiao et al. 2007), miR-155 controla la reacción de CG 
(Thai et al. 2007), miR-181a está implicado además en el desarrollo de célula T (Chen 
et al. 2004, Li et al. 2007) y por último miR-146 bloquea la diferenciación de progenitor 
multipotente a progenitor linfoide (Georgantas et al. 2007) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. MiRNAs implicados en el desarrollo del linfocito B. En rojo aparecen los miRNAs  
reguladores y en azul sus genes diana. Modificada de Zhang y col (Zhang et al. 2009). 
 
Diversas revisiones han descrito en los últimos años la implicación de los miRNAs 
en la regulación del sistema inmune, tanto en la función normal como en 
enfermedades autoinmunes (Pauley et al. 2009, Sonkoly and Pivarcsi 2009, O'Connell 
et al. 2010) (Tabla 3).  
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5.3.- MiRNAs y linfoma: la intervención de los miRNAs en neoplasias hematopoyéticas 
se ha estudiado exhaustivamente, demostrando que los miRNAs tienen un papel 
preponderante en los mecanismos moleculares implicados en cáncer (Vasilatou et al. 
2010). Aunque la función más conocida de los miRNAs en cáncer es la de supresores 
de tumores, se han descrito miRNAs con actividad oncogénica (Lawrie 2008). En los 
últimos años se han descubierto, además, otros mecanismos de actuación de los 
miRNAs en cáncer. Así, algunos miRNAs virales están implicados en cáncer, como el 
miR-K12-11 en linfomas B (Gottwein et al. 2007); y se ha visto que los miRNAs 
también intervienen en los mecanismos de regulación epigenética de genes supresores 
de tumores en leucemia mieloide (Garzon et al. 2009) (Figura 6). 
 
 
Figura 6. MiRNAs y cáncer: mecanismos de actuación. Modificada de la revisión de O’Connell y 
col. (O'Connell et al. 2010). 
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El cluster miR-15a/miR-16-1 actúa como supresor de tumores regulando al 
oncogen BCL2 en multitud de neoplasias linfoides, como LLC (Cimmino et al. 2005), 
linfoma de células del manto (LCM) (Chen et al. 2008), leucemia promielocítica aguda 
(LPA) (Garzon et al. 2007), mieloma múltiple (MM) (Roccaro et al. 2009) y linfoma B 
difuso de célula grande (LBDCG) (Eis et al. 2005). De forma similar, miR-29b y mR-
181b actúan también como supresores de tumores en LLC regulando a TCL1, oncogen 
implicado en apoptosis via AKT (Pekarsky et al. 2006). MiR-155 ha sido descrito con 
niveles elevados en diversos tumores linfoides, como linfoma de Hodgkin (LH), LBDCG 
y LLC (Eis et al. 2005, Kluiver et al. 2005). El cluster miR-17-92 es uno de los miRNAs 
más frecuentemente descritos con actividad oncogénica en leucemias y linfomas: 
LBDCG , LCM (He et al. 2005), leucemia linfoblástica aguda (LLA) (Ventura et al. 2008) 
y leucemia mieloide crónica (LMC) (Venturini et al. 2007). Otro de los miRNAs con 
carácter oncogénico más estudiados en linfoma es el miR-21, regulador de BCL2, 
descrito en LBDCG (Lawrie 2007) (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Resumen de los miRNAs descritos en la regulación del sistema inmune normal, en 
enfermedades autoinmunes y en linfomas. AO: actividad oncogénica; ST: supresor de tumores. 
Modificada de las revisiones de Pauley et al.; Sonkoly et al. y Vasilatou et al. (Pauley, Cha et al. 
2009, Sonkoly and Pivarcsi 2009, Vasilatou, Papageorgiou et al. 2010). 
miRNA Función inmune normal  
Enfermedad 
autoinmune 
Neoplasia linfoide Función 
miR-146a 
Respuesta inmune innata 









Respuesta inmune innata y adaptativa 
Reacción de CG 
Cambio de clase Ig 
Artritis reumatoide 
Inflamación vascular 
Linfoma de Hodgkin 
Linfoma B de célula grande 
Leucemia linfática crónica 
AO 
miR-181a 
Desarrollo de célula B 
Desarrollo de célula T 
Señalización de TCR 
--- --- --- 
miR-181b 
Cambio de clase Ig en células B 
activadas 
--- Leucemia linfática crónica ST 
miR-223 Granulopoyesis --- --- --- 




Cirosis biliar primaria 
Lupus sistémico eritematoso 
Púrpura trombocitopénica 
idiopática 
Linfoma B de célula grande 
Linfoma de células del manto 
Leucemia linfoblástica aguda 
Leucemia mieloide crónica 
AO 
miR-29b --- --- 
Leucemia linfática crónica 
Linfoma esplénico de la zona marginal 
ST 




Linfoma B de célula grande AO 
Cluster 




Leucemia linfática crónica  
Linfoa de células del manto 
Leucemia promielocítica aguda 
Mieloma mútltiple 
Linfoma B de célula grande 
ST 
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En cuanto al LZMG, hasta la fecha no se ha identificado el patrón de expresión de 
miRNAs. Sin embargo, el perfil de miRNAs en LEZM si que ha sido estudiado en tres 
trabajos previos, con resultados interesantes relacionados con 7q32, curso clínico y 
VHC. Nuestro grupo estudió en 2007 la expresión de los miRNAs en 7q32 describiendo 
la represión de miR-29a y miR-29b en una serie de 20 pacientes con LEZM al 
compararlos frente a otros linfomas B de bajo grado en el bazo (Ruiz-Ballesteros et al. 
2007). En 2011 el grupo francés de Bouteloup et al. asoció la sobreexpresión de miR-
21 con curso clínico agresivo en LEZM (Bouteloup et al. 2012). Por último,  
recientemente, Peveling-Oberhag y col. identificaron un subgrupo de 12 miRNAs con 
expresión diferencial entre LEZM y bazo no tumoral, asociando la expresión de miR-
29b con la presencia de VHC (Peveling-Oberhag et al. 2012). 
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La ausencia de criterios claros y reproducibles, como alteraciones cromosómicas 
características o marcadores moleculares específicos en LZMG, dificulta el diagnóstico de 
la enfermedad frente a otros linfomas B de bajo grado en el ganglio, especialmente frente 
al LF y frente a condiciones reactivas (Piris et al. 2011). Adicionalmente a esta dificultad, 
la patogénesis molecular de LZMG sigue siendo esencialmente desconocida y su perfil de 
expresión molecular, tanto en genes como en miRNAS, no ha sido caracterizado hasta la 
fecha.  
Por tanto, la hipótesis global de este estudio es que la caracterización molecular 
del LZMG mejorará nuestro conocimiento de la enfermedad y con ello podremos a su vez 
facilitar el diagnóstico de los pacientes con LZMG. Para la consecución de esta hipótesis se 
han marcado una serie de objetivos: 
 
1. Estudio del perfil de expresión génica de LZMG.  
2. Estudio del patrón de expresión de miRNAs en LZMG. 
3. Identificación de marcadores moleculares específicos de LZMG que faciliten el 
diagnóstico de la enfermedad frente al LF. 
4. Identificación de marcadores moleculares específicos de LZMG que mejoren el 
diagnóstico frente a los otros subtipos de linfomas de la zona marginal. 
5. Estudio de la expresión de genes y rutas implicadas en inflamación y su relación 
con LZMG. 
6. Determinación de dianas de aplicación terapéutica en LZMG. 
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1.- Procedencia de las muestras 
 
Todas las muestras fueron seleccionadas de los casos de rutina y consulta de los 
Servicios de Anatomía Patológica y Genética del Hospital Virgen de la Salud de Toledo 
(HVS), del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO, Madrid) y de la Red 
Española de Banco de Tumores. Los casos fueron diagnosticados en base a la morfología, 
al inmunofenotipo, y a características moleculares de acuerdo a los criterios presentes en 
la clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Swerdlow et al. 2008). La 
obtención de muestras y datos clínicos se llevó a cabo bajo la supervisión de la Comisión 
Ética del HVS de Toledo. 
 
1.1.- Muestras de tejido congelado para estudios moleculares de expresión génica, de 
miRNAs y de alteraciones del número de copias incluyendo 48 ganglios linfáticos y 38 
piezas de esplenectomía, correspondientes a 71 muestras tumorales y a 15 controles:  
- LZMG: 15 muestras. 
- Para comparar con otros linfomas B de célula pequeña en el ganglio, se 
incluyeron 16 LF, 5 LZM-MALT y 4 LEZM (LEZM-G). 
- Para comparar frente a otros linfomas de la zona marginal se incluyó una serie 
de 31 piezas de esplenectomia con el diagnóstico de LEZM. 
- Como control se utilizaron 8 muestras de ganglios linfáticos con hiperplasia 
folicular reactiva (GLR) y 7 bazos con hiperplasia reactiva (BHR). 
 
1.2.- Serie para validación por inmunohistoquímica y PCR cuantitativa a tiempo real 
incluyendo 208 muestras fijadas en formol e incluidas en parafina:  
- LZMG: 61 muestras. 
- Con fines comparativos se incluyeron muestras de 57 LF y 77 LEZM. 
- Como control se incluyeron 7 casos diagnosticados como GLR y 6 BHR 
 
1.3.- Células B aisladas de 6 amígdalas procedentes de amigdalectomías no tumorales, 
con las cuales se seleccionaron: 
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- Células B de memoria, definidas como: CD38bajo, IgDbajo, CD27+ y CD10- . 




La serie analizada estaba formada por 9 varones y 6 mujeres, con una media de 
edad de 69.2 años. Nueve de los 15 casos se diagnosticaron en estadíos avanzados de la 
enfermedad y recibieron tratamiento con quimioterapia. Dos de ellos murieron a 




3.1.- Selección de células B: las dos subpoblaciones de células B, células B de 
memoria (CBM) y células B de centro germinal (CG) se aislaron a partir de las muestras 
de seis pacientes sometidos a amigdalectomía rutinaria. Las células tonsilares fueron 
recuperadas a partir de tejido fresco por disgregación mecánica, y la suspensión celular 
resultante se pasó a través de un tamiz. Utilizando el reactivo Ficoll se creó un 
gradiente de densidad que permitió eliminar un pequeño número de eritrocitos y 
células polimorfonucleares. Las células mononucleares obtenidas se lavaron en tampón 
fosfato salino (PBS) y se resuspendieron en PBS con 0,5% de suero fetal de ternera 
(FCS). Ambas subpoblaciones de células B se aislaron por separación de bolas 
magnéticas utilizando el sistema Miltenyi MicroBeads (Miltenyi Biotech). La pureza de 
las fracciones aisladas se determinó usando un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton 
Dickinson). Todas las tinciones se realizaron en PBS, 0,5% de FCS en hielo y todas las 
separaciones celulares con microbeads magnéticos se llevaron a cabo en cámara fría 
con PBS enfriado en hielo. Las células CD19+ se enriquecieron por selección positiva en 
columnas de selección del kit Multisort de células B.  
Para aislar las células B de centro germinal se incubaron las células mononucleares 
resultantes del Ficoll con microbeads marcadas con anti-CD38 (relación 1:1,000) para 
facilitar la selección de células B de centro germinal con CD38alto. La pureza de la 
fracción aislada se determinó con tinciones de CD38, IgD, CD27 y CD10. 
Las fracción celular CD38bajo fue incubada con microbeads marcadas con anti-CD27 
obteniendo las células B de memoria. En este caso, la pureza de la fracción aislada se 
determinó con tinciones de CD38 y CD27. 
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Los anticuerpos monoclonales específicos utilizados en este ensayo fueron anti-
CD19 (clon 4G7), anti-IgD (Clon IA6-2), anti-CD27 (clon M-T271), anti-CD38 (clon 
HIT2) e IgM (Clon del G-20-127) de BD Biosciences y BD Pharmingen (San Jose, CA). 
Anti-CD10 (Clone 97C5) de Miltenyi Biotec (Colonia, Alemania). 
 
3.2.- Extracción de ADN y ARN: para los estudios moleculares llevados a cabo en 
microarrays de ADNc y de miRNAs, se aisló ARN total de cada subtipo de células B, de 
71 bloques congelados tumorales y 15 muestras control procedentes de ganglios con 
hiperplasia linfoide reactiva  y bazo reactivo, utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La calidad de los ARN extraídos se 
comprobó por electroforesis en geles de agarosa al 1% y su concentración se 
cuantificó en el Nanodrop-1000 (NanoDrop Technologies Inc.). Los casos con mala 
calidad del ARN fueron descartados.  
Los estudios de alteración del número de copias (ANC) se hicieron en microarrays 
de CGH a partir del ADN de 15 casos de tejido congelado con LZMG, que se extrajo 
utilizando el protocolo estándar de fenol-cloroformo. 
Para la validación de los datos de microarrays por PCR cuantitativa, tanto en 
expresión génica como en miRNAs, se aisló el ARN total de una serie independiente y 
más amplia de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina, comprendiendo 61 
casos de LZMG, 57 muestras de LF, 77 LEZM, 7 casos diagnosticados como GLR y 6 
con BHR incluidos como control. Esta extracción se hizo utilizando el kit comercial 
RNeasy FFPE Kit (Qiagen). 
 
3.3.- Estudios de expresión génica por microarrays de ADNc: el ARN total de 
cada subpoblación de células B y de los 86 bloques de tejido congelado (71 tumorales 
y 15 controles) se hibridó en microarrays comerciales de Agilent para estudios de 
expresión génica, denominados Whole Human Genome Agilent 4x44K Oligonucleotide 
Microarray (Agilent Technologies) siguiendo el protocolo recomendado por el 
fabricante, como se describe brevemente a continuación: 
1. Síntesis de ADNc, ARNc, amplificación y marcaje: el ADN complementario 
(ADNc) se sintetizó a partir de 1 μg de ARN total utilizando la enzima MMLV-RT. 
Con la enzima T7 ARN polimerasa se sintetizó ARN complementario (ARNc) a partir 
del ADNc, amplificando e incorporando fluorocromos (Cianina 5-CTP, azul, para las 
muestras problema; y Cianina 3-CTP, rojo, para las muestras de referencia) con el 
kit Agilent’s Low RNA Input Fluorescence Linear Amplification kit (Agilent 
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Technologies). Como referencia se utilizó el Universal Human Reference RNA 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). 
2. Purificación, cuantificación y fragmentación del ARNc: el ARNc marcado 
con fluorocromos fue purificado pasando por columnas, RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Valencia, CA, USA), cuantificado en el Nanodrop-1000 (NanoDrop Technologies 
Inc.) y finalmente fragmentado con el kit Gene Expression Hybridization Kit 
(Agilent Technologies). Por último, 750 ng de ARNc marcado fue depositado en los 
cristales de las microarrays según las recomendaciones del fabricante.  
3. Hibridación y lavado: la hibridación se realizó en agitación durante 17 horas a 
65ºC, tras la cual, los cristales fueron lavados con las soluciones recomendadas 
por la casa comercial, Gene Expression Wash Buffer (Agilent Technologies), en 
condiciones de agitación: 1 minuto a temperatura ambiente con la solución 1 y 1 
minuto a 37ºC con la solución 2. Después de los lavados, los cristales se pasaron 
por acetonitrilo (99.8%) durante 1 minuto como solución de secado. Todo el 
proceso de lavado se llevó a cabo en un entorno libre de ozono. 
4. Lectura y obtención de datos: inmediatamente después del secado, los 
cristales fueron escaneados usando el Axon Gene Pix 4100A Scanner (Axon 
Instruments Inc). Las imágenes obtenidas en el escáner se analizaron con el 
programa GenePix 6.0 (Axon Instruments Inc), el cual permite identificar cada 
punto de la imagen con la sonda impresa correspondiente. Aquellos puntos no 
reconocidos por el programa fueron excluidos del análisis. Los datos obtenidos se 
incorporaron a una matriz numérica donde cada valor correspondió al ratio de 
fluorescencia entre los dos canales (5-CTP/3-CTP).  
 
3.4.- Estudio del perfil de expresión de miRNAs por microarrays: de igual modo 
que para los estudios de expresión génica, el ARN total de cada subpoblación de 
células B y de los 86 bloques de tejido congelado (71 tumorales y 15 controles) se 
hibridó en microarrays comerciales de Agilent para estudios de expresión de miRNAs, 
Human miRNA Microarray (V1, 8 x 15K) (Agilent Technologies), según el protocolo 
recomendado por el fabricante, como se describe a continuación: 
1. Tratamiento con fosfatasa, desnaturalización y marcaje: 100 ng de ARN 
total se trataron con fosfatasa CIP (fosfatasa intestinal de ternera, Agilent) 
incubando a 37ºC durante 30 minutos. El ARN defosforilado volvió a incubarse con 
dimetil sulfóxido (DMSO) a 100ºC durante 7 minutos para desnaturalizar el ácido 
nucleico, tras lo cual, las muestras se pusieron inmediatamente en hielo. 
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Incubando durante 2 horas en bloque frío (16ºC) con la enzima T4-RNA ligasa se 
marcó el ARN incorporando Cianina 3-pCp. Todas las enzimas, búferes y reactivos 
utilizados forman parte del kit comercial miRNA Complete Labeling and Hyb Kit 
(Agilent Technologies).   
2. Purificación y secado: las muestras marcadas fueron purificadas pasando por 
columnas, Bio-spin 6 columns (BioRad, Hercules, CA, USA), para eliminar los 
restos de DMSO y la cianina sin incorporar al ARN. Tras la purificación, el pellet de 
las muestras fue secado completamente incubando a 50ºC durante 30 minutos y 
resuspendido en agua. Al ARN resultante se le añadió suspensión blocante (10X 
GE Blocking Agent, Agilent) y bufer de hibridación (2X Hi-RPM Hybridization Buffer, 
Agilent) calentando a 100ºC durante 5 minutos y pasando inmediatamente 
después las muestras a hielo. Por último, el ARN marcado fue depositado en los 
cristales de las microarrays según las recomendaciones del fabricante. De igual 
modo, todos los búferes y reactivos utilizados forman parte del kit comercial 
miRNA Complete Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies).   
3. Hibridación y lavado: la hibridación se realizó en agitación durante 20 horas a 
55ºC, tras la cual, los cristales fueron lavados con las soluciones recomendadas 
por la casa comercial, Gene Expression Wash Buffer (Agilent Technologies), en 
condiciones de agitación: 5 minutos a temperatura ambiente con la solución 1 y 5 
minutos a 37ºC con la solución 2. Finalmente los cristales se pusieron en los 
soportes para el escaneado. Todo el proceso de lavado se llevó a cabo en un 
entorno libre de ozono. 
4. Lectura y obtención de datos: inmediatamente después de los lavados, los 
cristales fueron escaneados usando el escáner Agilent G2565AA Microarray 
Scanner System (Agilent Technologies). Las imágenes obtenidas en el escáner se 
analizaron con el programa Feature Extraction v9.5 software (Agilent 
Technologies), que permite identificar cada punto de la imagen con la sonda 
impresa correspondiente. Aquellos puntos no reconocidos por el programa fueron 
excluidos del análisis. Los datos obtenidos se incorporaron a una matriz numérica 
donde cada valor correspondió a la fluorescencia de la Cianina 3-pCp. 
 
3.5.- Análisis de número de copias (ANC) por microarrays de CGH: el ADN 
extraído de las serie de 15 casos de LZMG se hibridó en microarrays de Agilent 
diseñadas para el análisis de número de copias, Agilent Human Genome CGH 
Microarray Kit 4 x 44K (Agilent Technologies). Un pool de ADN comercial, masculino y 
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femenino, se utilizó para normalizar los resultados, los cuales se consideraron 
valorables en 14 de los 15 casos. Para la hibridación se siguió el protocolo 
recomendado por el fabricante, brevemente descrito a continuación: 
1. Fragmentación, marcaje y purificación: 1 μg de ADN se incubó 10 minutos a 
95ºC para su fragmentación pasando después por hielo 3 minutos. Tras la 
fragmentación, el ADN se incubó a 85ºC durante 30 minutos con ULS-Cy5 para las 
muestras problema y con ULS-Cy3 para el ADN de referencia usando el kit 
Genomic DNA ULS labeling kit, (Agilent). Por último, las muestras se volvieron a 
poner en hielo durante 3 minutos y se purificaron pasando por columnas para 
eliminar los restos de fluorocromos sin incorporar (Genomic DNA 96-well 
Purification Module, Agilent). 
2. Hibridación y lavado: el ADN marcado y purificado se mezcló con Cot-1 DNA y 
agente blocante 100X (Oligo aCGH Hybridization Kit, Agilent) y se desnaturalizó a 
95ºC durante 3 minutos, tras lo cual las muestras se incubaron 30 minutos a 37ºC. 
Después de una pequeña centrifugación para eliminar las burbujas de aire, las 
muestras fueron depositadas en las microarrays e incubadas a 65ºC en agitación 
(20 rpm) durante 24 horas. Los arrays se liberaron de la cámara de hibridación en 
un entorno libre de ozono y se lavaron según las especificaciones de Agilent: 5 
minutos en el bufer 1 a temperatura ambiente y 1 minuto en el bufer 2 a 37ºC 
(Oligo aCGH Wash Buffer 1 y 2, Agilent). Por último, los cristales se pasaron 
durante 10 segundos por acetonitrilo (99.8%) como solución de secado y 
estabilizadora.  
3. Lectura y obtención de datos: inmediatamente después de los lavados, los 
cristales fueron escaneados usando el escáner Agilent G2565AA Microarray 
Scanner System (Agilent Technologies). Las imágenes obtenidas en el escáner se 
analizaron con el programa Feature Extraction v9.5 software (Agilent 
Technologies). Los puntos no reconocidos fueron excluidos del análisis. Los datos 
obtenidos se incorporaron a una matriz numérica donde cada valor correspondió al 
ratio de fluorescencia entre los dos canales (5-CTP/3-CTP). 
 
3.6.- Análisis de datos de microarrays: expresión génica, miRNAs y ANC: para 
la normalización, el procesado y el análisis de los datos de microarrays, tanto de 
expresion génica como de mRNAs y de ANC, se utilizaron diversas herramientas y 
programas de análisis de datos: 
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 GEPAS: Gene Expression Patterns Analysis Suite, web de análisis de datos en 
expresión génica, en su versión 4.0 (www.gepas.org). 
 Entorno R: entorno de programación para análisis y visualización de datos 
(http://cran.r-project.org/). 
 POMELO II: web de análisis de datos de microarrays 
(www.pomelo2.bioinfo.cnio.es) englobada dentro de ASTERIAS,  la web de 
análisis de datos en genómica del CNIO de Madrid.  
 GSEA: Gene Set Enchrichment Analysis, software de análisis para 
enriquecimiento de rutas metabólicas y grupos funcionales de genes 
(www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp).   
 EXPANDER: EXpression Analyzer and DisplayER, programa de análisis y 
visualización de datos de expresión génica (www.acgt.cs.tau.ac.il/expander). 
 CAPweb: Copy number Array analysis Platform on the web, web de análisis 
genómico de número de copias, en su versión 2.0, perteneciente al Institut 
Curie de París (Francia) (http://bioinfo-out.curie.fr/CAPweb). 
1. Normalización y procesado de datos en expresión génica: la normalización 
de la matriz de datos en expresión génica, la eliminación del efecto fondo y el 
preprocesado se hicieron con las herramientas de normalización y preprocesado 
del GEPAS. La normalización se llevó a cabo según el método print-tip loess, y en 
el preprocesado, los datos fueron transformados a escala logarítmica (base 2) 
ajustando las sondas impresas por duplicado a su mediana, eliminando aquellas 
sondas con datos no valorables en al menos el 30% de la distribución y 
desestimando los replicados inconsistentes. Tras este proceso quedaron 30.592 
genes con los que se realizó el análisis posterior.  
2. Normalización y procesado de datos de miRNAs: se llevó a cabo una 
normalización inter-array usando la mediana y una segunda normalización intra-
array con el percentil al 75% utilizando un Script desarrollado en el entorno R por 
la unidad de bioinformática del CNIO (Madrid). Tras la normalización se obtuvo 
una matriz de datos compuesta por 534 sondas con las que se analizó el perfil de 
expresión de miRNAs. 
3. Análisis de perfiles de expresión génica y de miRNAs: se realizó un 
agrupamiento jerárquico no supervisado (herramienta de agrupamiento del GEPAS 
denominada clustering), combinando diversos métodos (UPGMA, Nearest-Neighbor 
y SOTA) y distancias (coeficiente de correlación de Pearson y distancia euclídea) 
obteniendo agrupamientos muy similares. Este análisis mostró que tanto el perfil 
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de expresión génica como el de miRNAs era muy homogéneo a lo largo de toda la 
serie de linfomas estudiados. 
Para estudiar los perfiles de expresión y de miRNAs del linfoma de la zona 
marginal nodal, se realizaron una serie de análisis comparando este subtipo de 
linfoma frente su contrapartida no tumoral, frente a los otros suptipos de linfoma 
de la zona marginal (esplénico y de tipo MALT) cuando infiltran el ganglio o el 
bazo y frente al linfoma folicular (también en el ganglio) utilizando las 
herramientas t de student (para comparar 2 clases) y Anova (cuando se 
compararon más de 2 clases) en POMELO II. También se compararon los perfiles 
de expresión génica y de miRNAs de las células B de memoria frente a células B de 
centro germinal. En todas las comparaciones se consideró significativo los valores 
de FDR<0.05. 
El software GSEA (estadístico t) fue utilizado para identificar rutas metabólicas y 
grupos funcionales de genes enriquecidos en LZMG, LF, LEZM y en las dos 
subpoblaciones de células B, de memoria y de CG. Los gene set utilizados fueron 
seleccionados a partir de diversas bases de datos de rutas metabólicas (Biocarta, 
KEGG y CCG). Los grupos de genes con valores de p<0.05 y FDR<0.25 se 
consideraron enriquecidas y por tanto potencialmente relevantes. Además, este 
programa se utilizó para determinar la relación entre miRNAs deregulados y rutas 
metabólicas a través de una correlación de Pearson, considerando significativo 
valores de FDR<0.05.  
4. Correlación entre perfiles de expresión génica y de miRNAs: para los 
miRNAs deregulados, tanto sobreexpresados como reprimidos (FDR<0.05), se 
obtuvieron aquellos genes que potencialmente podrían estar regulando, conocidos 
como genes diana. Los genes considerados como diana potencial de un miRNA, 
aparecieron al menos en dos algoritmos de predicción informática de los cinco 
utilizados: 
 TargetScan: http://www.targetscan.org/  
 miRNA.org: http://www.microrna.org/  
 PicTar: http://pictar.mdc-berlin.de 
 Diana Lab microT: http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/ 
 miRDB: http://mirdb.org/ 
Los genes obtenidos fueron filtrados eliminando aquellos que no pertenecían a 
la firma molecular de expresión génica (FDR<0.05). Para identificar si estas 
parejas miRNA-gen diana obtenidas en la predicción informática no se debían al 
 51 | MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 Alberto Arribas 
azar y realmente se correspondían con asociaciones estadísticamente significativas 
entre los miRNAs diferencialmente expresados y genes pertenecientes a la firma, 
se realizaron tablas de contingencia para cada pareja miRNA-gen aplicando el test 
exacto de Fisher considerando relevantes aquellas asociaciones con p-valor<0.05. 
5. Análisis de los datos de ANC, ganancias y pérdidas: los datos de ANC fueron 
normalizados en CAPweb, versión 2.0. Las regiones comúnmente afectadas fueron 
estudiadas en la base de datos on-line Database of Genomic Variants 
(http://projects.tcag.ca/variation), de modo que aquellas regiones con una 
superposición de más del 80% entre sondas y variaciones de número de copias ya 
conocidas se consideraron variaciones de número y fueron excluidas de los análisis 
posteriores. 
 
3.7.- Validación por PCR cuantitativa a tiempo real qRT-PCR: para validar los 
datos de microarrays, tanto expresión génica como miRNAs, se llevó a cabo un ensayo 
de PCR cuantitativa a tiempo real qRT-PCR utilizando sondas TaqMan (Applied 
Biosystems). En este ensayo se estudiaron los niveles de expresión de los genes y los 
miRNAs más relevantes encontrados en los datos de microarrays, incluyendo su 
expresión en cada subpobación de célula B.  
1. Síntesis de ADN complementario (ADNc):  
 Expresión génica: partiendo de 1 μg de ARN total se sintetizó ADNc en una 
reacción de transcripción inversa en presencia de la enzima SuperScript II 
(Invitrogen). Las muestras se desnaturalizaron a 65ºC durante 5 minutos 
junto con dNTPs y un cebador (hexámeros). Tras la desnaturalización se 
preparó la reacción de transcripción añadiendo una mezcla de la enzima, DTT, 
un inhibidor de ribonucleasas (RNAsin) y tampón de PCR. Se incubó el 
conjunto 10 minutos a temperatura ambiente y 50 minutos a 42ºC. Por último 
se inactivó la enzima manteniendo las muestras durante 15 minutos a 70ºC. El 
ADNc resultante se almacenó a -20ºC hasta su utilización posterior. 
 miRNAs: para cada miRNA estudiado por qRT-PCR se sintetizó su 
correspondiente ADNc específico, partiendo de 10 ng de ARN total utilizando 
el kit MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Este kit 
contiene dNTPs, tampón de PCR, inhibidor de ribonucleasas (Rnase inhibitor) 
y la transciptasa inversa MultiScribe RT. Específicamente para cada miRNA, se 
añadió el primer 5X correspondiente incubando después 30 minutos a 16ºC y 
30 minutos a 42ºC. Finalmente se paró la reacción calentando a 85ºC durante 
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5 minutos. De nuevo el ADNc resultante se almacenó a -20ºC hasta su 
utilización posterior. 
2. qRT-PCR con sondas TaqMan: tanto para la validación de genes como de 
miRNAs, se utilizó la química basada en sondas TaqMan. Estas sondas liberan un 
fluoróforo (reporter, FAM) que emite fluorescencia al separarse del “apagador” 
(quencher, TAMRA) en cada ciclo de amplifiación. De este modo, el grado de 
amplificación de la reacción se mide en función de la fluorescencia de este 
reporter que a su vez permite evaluar el nivel de expresión del gen o del miRNA 
estudiado. En la reacción se utilizó la mezcla 2X comercial PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) y un primer 20X específico para cada gen o cada miRNA marcado con 
el fluoróforo. La reacción se llevó a cabo en el 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems). Todas las muestras se pusieron por triplicado para minimizar 
la variabilidad debida a la técnica. 
3. Análisis de datos:  los resultados se analizaron con el programa SDS 7500 Fast 
(Applied Biosystems) donde el grado de cambio para cada gen y cada miRNA fue 
valorado según el método RQ=2-ΔCt, utilizando como controles endógenos el gen 
GAPDH en expresión génica y el RNA nuclear RNU6B en miRNAs. Los valores de Ct 
mayores de 36 se eliminaron del análisis. 
 Expresión génica: ΔCt = Ctgen- CtGAPDH 
 miRNAs: ΔCt = CtmiRNA- CtRNU6B 
Los datos de RQ obtenidos se compararon mediante t-test (comparando 2 
clases) o ANOVA (comparando 3 o más clases) en el software SPSS v17.0, 
considerando significativo valores de p<0.05. 
 
3.8.- Inmunohistoquímica: algunos de los genes más relevantes de la firma 
molecular del LZMG se estudiaron por Inmunohistoquímica (IHQ) en una serie 
independiente de muestras fijadas con formol e incluidas en parafina. Para ello, se 
utilizaron secciones de 2-4 µm según el procedimiento En Vision FLEX de DAKO 
automatizado en el TechMate (DAKO). Las proteinas estudiadas  fueron CD82, TACI, 
CD44, CHIT1, TOM1 y LASS4 (Tabla 5).    
1. Protocolo experimental: los cortes se desparafinaron durante 12 horas a 36ºC, 
para después hidratarse paulatinamente: primero en xilol (10 minutos), después 5 
minutos en diluciones de etanol de concentración decreciente (100%, 95% y 
70%) y por último en agua (2 minutos). Los cortes se sometieron a altas 
temperaturas en olla a presión para el desenmascaramiento antigénico, en una 
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solución de citrato sódico a pH=6. La solución comercial S2023 (DAKO) se utilizó 
para inhibir la acción de la peroxidasa endógena incubando durante 5 minutos. Los 
cristales fueron incubados con la dilución óptima de anticuerpo primario (ver tabla 
5) y de polimero de dextrano con anticuerpos secundarios (ratón + conejo) y 
enzima peroxidasa. El cromógeno utilizado para la visualización fue la 
diaminobenzidina. Los cortes se incubaron en hematoxilina durante 5 minutos y se 
lavaron con agua. Después se deshidrataron con dos pases sucesivos de 30 
segundos en etanol (95% y 100%) y se aclaraaron durante 60 minutos en xilol. 
2. Análisis de resultados: los casos fueron evaluados semicuantitativamente con 
respecto al número de células positivas y con respecto a la intensidad de la 
expresión. Aquellos anticuerpos que produjeron resultados inconsistentes no 
fueron cuantificados (CD82, TACI, y TOM1). Se consideró CD44-positivo y LASS4-
positivo si existía una expresión media-alta en más del 50% de las células 
tumorales; mientras para CHIT1 se consideró positivo si existía tinción intensa en 
más del 10% de los macrófagos. 
 
 
Tabla 5. En la siguiente tabla se detallan los anticuerpos utilizados en el estudio de IHQ. 
 
  
Gen Clon Laboratorio 
CD82 Ratón anti-humano CD82 (clon 5B5, IgG2a) Abcam 
TACI 
Cabra anti-humano TACI (policlonal, IgG) RD Systems 
Ratón anti-humano TACI (clon 165609, IgG1) Lifespan 
Conejo anti-humano TACI (policlonal, IgG) Lifespan 
CD44 Ratón anti-humano CD44/H-CAM (clon DF1485, IgG1) Novastra 
CHIT1 Conejo anti-humano CHIT1 (policlonal, IgG) Atlas Antibody 
TOM1 Ratón anti-humano TOM1 (monoclonal, IgG1) Abcam 
LASS4 Conejo anti-humano LASS4 (polyclonal, IgG) Abcam 
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1.- Caracterización molecular del Linfoma de la zona marginal 
ganglionar (LZMG) 
 
En este estudio se caracterizó la firma molecular de genes y de miRNAs del LZMG. 
La expresión de una selección de genes y de miRNAs se validó en una serie más grande e 
independiente de muestras incluidas en parafina por RT-PCR cuantitativa. Los genes diana 
(potencialmente regulados) de cada uno de los miRNAs seleccionados también fueron 
identificados. 
 
1.1.- Perfil de expresión génica por microarrays de ADNc: se determinó el perfil 
de expresión génica en LZMG utilizando un análisis de agrupamiento o clustering 
incluyendo los 48 casos de la serie de ganglios linfáticos: 15 LZMG, 8 GLR, 16 LF, 5 
LZM-MALT y 4 LEZM-G. Un primer cluster jerárquico no supervisado reveló un perfil de 
expresión relativamente homogéneo en toda la serie de LZMG, ya que la mayoría de 
los casos LZMG fueron agrupados en grupos bien separados. La mayoría de los casos 
LF y GLR también agruparon en ramas independientes (Figura 7). Los perfiles de 
expresión de los ganglios linfáticos infiltrados por LZMG, LZM-MALT y LEZM-G fueron 
comparados sin encontrar genes diferencialmente expresados, aunque en el análisis de 
estos datos se debe tener en cuenta el pequeño número de muestras analizadas en 
LZM-MALT y LEZM-G. 
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Figura 7. Cluster no supervisado. Para analizar la heterogeneidad de las muestras se realizó 
un agrupamiento no supervisado de toda la serie en la web de análisis on line GEPAS 4.0 
(http://gepas.bioinfo.cipf.es). Después del pre-procesamiento, se dispusieron de 30.592 
genes. El grupo se obtuvo mediante el método UPGMA con significación determinada por el 
coeficiente de correlación de Pearson. Se utilizaron diferentes algoritmos de clustering, como 
Nearest-Neighbor o SOTA, y con diferentes coeficientes, distancia euclídea y coeficiente de 
Pearson. Todos los algoritmos produjeron agrupaciones similares. 
 
Se identificó la firma de expresión génica en LZMG comparando los casos 
tumorales frente a los ganglios reactivos mediante un cluster jerárquico supervisado 
que agrupó 264 genes sobreexpresados y 184 reprimidos (Figura 8). Los genes más 
relevantes en la firma LZMG se muestran en la Tabla 6 y en la Figura 8. Los 10 genes 
más sobreexpresados son SYK, TACI, CD74, CD82, CDC42EP5, TFEB, LYN, UCP2, 
ACP5, y HLA-DMA. Entre los genes más reprimidos encontramos genes relacionados 
con proliferación y ciclo celular (CD2AP, PBK, y CDC7), reparación del ADN (RAD54B, 
PSMC3IP, MSH2), centro germinal (CD10), meiosis (MND1, MNS1), modificación de 
cromatina (HDAC2), apoptosis celular (BNIP3, IKIP), y matriz extracelular y adhesión 
celular (ANXA1, LMO7). 
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Tabla 6. Firma molecular en LZMG, genes más relevantes de la firma. N Exp corresponde a la 
diferencia de expresión entre las medias de las clases: LZMG vs GLR, LZMG vs LF y células B de 
memoria (CBM) y de centro germinal (CG), todos los datos expresados en escala logarítmica (log2). 
FDR (false discovery rate) y p-valor corresponden a los valores de la prueba t de student 





LZMG vs GLR LZMG vs LF CBM vs CG 
Citobanda Descripción 
N Exp FDR N Exp FDR N Exp p-valor 
TACI 2.075 0.032 1.987 0.042 0.925 <0,001 17p11.2 Receptor de TNF, estimulación de célula B, activador de NF-kB. 
CHIT1 2.044 NS (0.072) 2.527 0.020 -0.234 NS 1q31-q32 Microambiente estromal 
CD82 2.045 0.012 1.727 0.027 0.399 NS 11p11.2 Coactivador de la ruta de señalización de BCR 
CHI3L1 1.588 0.028 1.635 0.029 0.133 NV 1q32.1 Microambiente estromal 
PRKD2 1.766 0.006 1.537 0.007 0.374 NV 19q13.32 Respuesta inmune adaptativa, activador de NF-kB 
CLPTM1 1.652 0.009 1.334 0.049 0.249 NV 19q13.32 Activación de linfocitos 
PTPN1 1.487 0.008 1.243 0.026 0.245 NV 20q13.13 Transducción de señales 
IRF3 1.401 0.011 1.125 0.029 0.520 NV 19q13.33 Respuesta inmune, regulación de NF-kB 
TRAF4 1.036 0.033 1.139 0.022 -0.110 NV 17q11.2 Factor asociado al receptor de TNF. Activación de NF-kB 
PIK4CB 1.194 0.019 1.067 0.017 0.436 NV 1q21.2 Transducción de señales 
TGFB1 1.175 0.010 1.009 0.025 0.371 NS 19q13.2 Proliferacíon celular y diferenciación 
CD44 0.874 0.029 1.285 0.006 1.131 NS 11p13 Molécula de adhesión relacionada con la zona marginal normal 
SMAD2 -0.837 0.010 -0.712 0.030 0.000 NV 18q21.1 Señalizacíon de TGFB 
HDAC2 -1.258 0.007 -1.016 0.013 -0.171 NV 6q22.1 Modificación de cromatina  
IKIP -1.428 0.029 -1.270 0.045 -0.179 NV 12q23.1 Apoptosis 
RAD54B -1.775 0.007 -1.291 0.026 -0.241 NS 8q22.1 Reparación del ADN 
SMAD3 -2.447 0.029 -1.226 0.044 0.335 NV 6q23.1 Señalizacíon de TGFB 
LMO2 -2.533 0.006 -1.732 0.014 -0.545 NS 11p13 Marcador de centro germinal 
LEF1 -2.828 0.009 -1.768 0.021 1.682 NV 4q25 Transcripción de la expresíon génica 
CD10 -4.269 0.006 -2.172 0.041 -0.612 NV 3q32.31 Marcador de centro germinal 
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Figura 8. Perfil de exresión génica en LZMG. Cluster jerárquico de los genes con 
FDR<0,10 en un t-test comparando LZMG con GLR. Algunos genes relevantes de la 
firma están marcados con flechas rojas. Rojo y verde representan alta y baja expresión 
respectivamente. 
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El análisis de GSEA reveló rutas enriquecidas significativamente al comparar LZMG 
con GLR, incluyendo genes relacionados con IL6, integrinas, IL2, IL2RB, CD40, RAC-
CYCD, TGFB, PtdIns (PIK3C2A), RELA y TNFR1 (Tabla7, Figura 9).  
 
 
Tabla 7. Análisis de enriquecimiento de rutas en expresión génica. Las rutas consideradas 
enriquecidas tuvieron valores de p-valor<0.05 y FDR (false discovery rate)<0.250 en el análisis de 
GSEA (t-test) comparando LZMG frente a GLR.   
  
Rutas y grupos de genes p-valor FDR Genes sobreexpresados 
Ruta de señalización de IL6  0.004 0.177 SHC1, JAK1, CSNK2A1, RAF1, STAT3, JUN, HRAS, MAPK3, GRB2 
Integrinas 0.006 0.135 BCR, RAF1, ZYX, JUN, CAPNS1, CSK, MAP2K2, HRAS, MAPK3, GRB2, RAPGEF1, CAPN1 
Ruta de señalización de IL2RB 0.004 0.152 
SHC1, PTPN6, IL2RA, JAK1, SYK, RAF1, CFLAR, SOCS1, BAD, AKT1, BCL2L1, HRAS, MAPK3, 
IKZF3, GRB2, CSNK2A1, JUN 
Señalización de CD40 durante el 
desarrollo del centro germinal 
0.028 0.202 
KCNN4, BTG2, CAPG, LYN, LITAF, IRF5, DUSP2, JUNB, CD44, IRF4, CD74, NF-KB2, IFI30, 
ADAM8, TNF 
Señalización de RAC y CYCD 0.021 0.210 RELA, HRAS, MAPK3, CDKN1A, AKT1, RAF1, CDK4 
Señalización de TGFB 0.023 0.210 MAP3K7IP1, EP300, MAPK3, TGFB1 
Ruta de señalización de PTD INS 0.028 0.195 PFKM, GSK3B, VAV2, AP2A1, BAD, AKT1, PFKL, ARF1, AP2M1, LYN 
Ruta de señalización de IL2 0.030 0.197 
SHC1, PTPN6, IL2RA, JAK1, SYK, RAF1, CFLAR, SOCS1, BAD, AKT1, BCL2L1, HRAS, MAPK3, 
IKZF3, GRB2, CSNK2A1, JUN 
Señalización de RELA 0.042 0.203 RELA, EP300, IKBKG, TNF, HDAC3, FADD, TRADD 
Señalización de TNFR1 0.023 0.214 MADD, JUN, LMNA, DFFB, SPTAN1, CASP2, PRKDC, TNF, TRADD, ARHGDIB, MAP3K1, FADD 
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Figura 9. Rutas y grupos de genes enriquecidos en LZMG. El análisis de GSEA (t-test) 
muestra la expresión de genes pertenecientes a distintas rutas de célula B. Rojo y azul 
representan elevada y baja expresión. GLR: ganglio linfático reactivo; LZMG: linfoma de la 
zona marginal ganglionar.  
 
1.2.- Perfil de miRNAs por microarrays: la firma de miRNAs, obtenida al comparar 
LZMG con ganglios reactivos (GLR) mediante prueba t de student mostró 4 miRNAs 
significativamente deregulados, 3 de ellos sobreexpresados (miR-221, miR-555 y miR-
29c) y uno reprimido (miR-532-5p). Los genes diana potencialmente regulados por 
miR-221 y miR-555 incluyeron los genes reprimidos LMO2 y CD10, mientras que miR-
532-5p podría estar regulando la expresión de los genes sobreexpresados SYK, LYN, y 
RELA (Tabla 8, Figura 10). En el análisis de GSEA, la sobreexpresión de miR-221, miR-
555 y miR-29c mostró enriquecimiento significativo de rutas de genes relacionados con 
NF-kB, PtdIns, señalización de BCR, señalización de TGFB, TNFR, interleuquinas 2 y 6, 
y CD40, entre otros. 
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Tabla 8. Firma de miRNAs en LZMG. N Exp corresponde a la diferencia de expresión entre las 
medias de las clases: LZMG vs GLR, LZMG vs LF y células B de memoria (CBM) y de centro 
germinal (CG), todos los datos expresados en escala logarítmica (log2). FDR (false discovery rate) y 
p-valor corresponden a los valores de la prueba t de student (http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/). La 
columna de ANC (Análisis de Número de Copias) corresponde a las alteraciones cromosómicas 




Figura 10. El análisis de t-test con los datos de microarrays identificó únicamente 4 miRNAs con 
FDR<0.05 (http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/), tres de ellos sobreexpresados en LZMG (miR-221, miR-
155 y miR-29c) y uno reprimido (miR-532-5p). En la figura se representan las medias de expresión 
en LZMG de estos miRNAs y de sus genes diana putativos. En rojo, se representa la sobreexpresión 
y en verde la represión. 
 
1.3.- Análisis de número de copias (ANC) por microarrays de CGH en  LZMG: el 
análisis de número de copias reveló ganancias en diversas localizaciones cromosómicas 
y permitió el estudio de las relaciones entre estos datos y los de expresión génica y 
miRNAs (Tabla 9, Figuras 11 y 12). En la citobanda 22q13.32-q13.33 se encontraron 
ganancias en 4 casos (29%) involucrando a las quinasas MAPK11, MAPK12 y 
MAPK8IP2. Cabe destacar la ganancia observada en las localizaciones de los genes 
ADM2 y CRELD2 (22q13.33) en un 67% de los pacientes. Dos de 14 casos presentaron 
ganancias en 14q32.33 (73.8Kb), aunque dentro de esta misma zona, concretamente 
en el locus del gen relacionado con linfoma AKT1, se encontró ganancia en 5/14 
miRNA 
LZMG vs GLR LZMG vs LF CBM vs CG 
Citobanda ANC Dianas putativas 
N Exp FDR N Exp FDR N Exp p-valor 
miR-223 0.298 NS 0.978 0.009 1.023 NS (0.054) Xq12  LMO2, MYBL1 
miR-29c 0.809 0.031 0.188 NS 1.081 <0.001 1q32.2  PTEN, PLAG1, GNB4, MEST 
miR-221 0.562 0.002 0.430 0.009 1.057 NS Xp11.3 ganancia CD10, LMO2 
miR-34a 0.432 NS 0.494 0.024 0.992 NV 1p36.22 ganancia LEF1, LASS6, GRSF1, E2F3 
let-7f 0.109 NS 0.809 0.008 1.020 <0.05 9q22.32  SMAD2, LBR, CCDC100 
miR-625 0.396 0.092 0.447 0.002 1.010 NV 14q23.3  PAG1, SFRS1, BAT3, ABCF3 
miR-222 0.330 NS 0.052 NS 1.025 NV Xp11.3 ganancia MYO10 
miR-202 0.320 NS -0.036 NS 1.045 NV 10q26.3 ganancia MYCBP, LEPROTL1, STX17 
miR-765 -0.207 NS -1.491 0.000 0.990 NV 1q23.1  TGFB1 
miR-370 -0.221 NS -1.961 0.000 0.960 NV 14q32.2  TRAF4 
miR-513 -0.230 NS -2.226 0.000 0.939 NV Xq27.3  DRAP1, SMARCAD1, HMGB1 
miR-494 -0.937 NS -2.969 0.000 0.989 <0.001 14q32.31  CCND2, ASL, PMPCA, BCL6 
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pacientes. El cromosoma X presentó dos áreas de ganancia, Xq28 y Xp11.23. Xq28 
mostró ganancias en 5 de 14 casos (36%) incluyendo al regulador de NF-kB, IKBKG; 
mientras que en Xp11.23 se observó ganancia en 2 casos (14%) incluyendo a la 
fosfoproteína OTUD5, involucrada en la regulacíon del sistema inmune (Kayagaki et al. 
2007). Las bandas teloméricas 10q26.13 (GALNAC4S-6ST, implicado en la activación 
de BCR (Verkoczy et al. 2000)), 16p13.3 (IL32, citoquina de señalización de NF-kB 
(Kim et al. 2005)) y 17q25.3 (RAB40B, RAC3, SYNGR2) mostraron ganancias en 4 
casos (29%). La banda 1p36.33-p36.31 mostró también ganancia en el 14% de los 
pacientes, implicando al ligando de Notch MIB2 que podría tener un papel importante 
en la diferenciación de las células B de la zona marginal (Song et al. 2008). 
 
Tabla 9. Localizaciones cromosómicas alteradas en microarrays de CGH. La columna de genes 
involucrados muestra los genes localizados en la citobanda correspondiente. Aquellos genes 
marcados con asterisco (*) obtuvieron un valor de FDR<0.05 en el t-test LZMG vs GLR. 
 
Banda   Alteración  Frecuencia (%) Genes involucrados 
22q13.32-33 Ganancia 4-8/14 (29-67%) MAPK11, MAPK12, MAPK8IP2, ADM2, CRELD2, CHKB*, SBF1* 
14q32.33 Ganancia 5/14 (36%) AKT1 
Xq28 Ganancia 5/14 (36%) IKBKG, IRAK1, TAZ*   
10q26.13 Ganancia 4/14 (29%) GALNAC4S-6ST, INPP5A, ADAM8 
16p13.3 Ganancia 4/14 (29%) IL32, RHOT2*, BAIAP3, RAB40C* 
17q25 Ganancia 4/14 (29%) RAB40B, RAC3, FOXK2, SYNGR2*, WBP2* 
16q21-24 Ganancia 3/14 (21%) PLCG2* 
1p36 Ganancia 2/14 (14%) MIB2*, SDF4* 
6p21.33 Ganancia 2/14 (14%) HLA-DMA*, HLA-E*, HLA-H*, HLA-A*, HLA-B*, NEU1,  NF-KBIL1,  LTB, TNF 
6p22.1 Ganancia 2/14 (14%) Familia de genes HIST1H2* 
8q24.3 Ganancia 2/14 (14%) LY6K, COMMD5, CYHR1, KIFC2, C8orf33 
Xp11.23 Ganancia 2/14 (14%) PIM2, OTUD5* 
11p15.5 Ganancia 2/14 (14%) Familia de genes IFITM      
22q11.21 Pérdida 2/14 (14%) PRAME. Descrito como polimorfismo (CNV_53983, CNV_35989 and CNV_53720) 
 
Se encontraron ganancias en dos regiones del cromosoma 6: 6p21.33 (14%) que 
contiene las moléculas HLA de clase I (HLA-E, HLA-H, HLA-A, HLA-B) y otros genes 
relevantes en célula B como TNF, BAK1, Linfotoxina beta (LTB) y NF-kBIE; y 6p22.1 
(21%) donde se localiza el cluster 1 de histonas (HIST1H2BJ, HIST1H2AG, 
HIST1H2BK, HIST1H2AH). Además, en la banda 8q24.3 también se encontró ganancia 
en el 14% de los pacientes. Esta región contiene genes involucrados en la activación 
de NF-kB, como COMMD5 (Burstein et al. 2005). 
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El análisis de ANC solamente encontró pérdidas cromosómicas en tumores aislados, 
incluyendo una pérdida particularmente interesante en 19p13.1-p12 que ha sido 
recientemente asociada con LZMG (Rinaldi et al. 2011) y donde se localiza el cluster 
KRAB de organización de homólogos, cuya expresión está aumentada en células T 
humanas (Bellefroid et al. 1993). Por último, se encontró una deleción homocigota en 
la citobanda 22q11.21 (34.02 kb), donde se localiza el gen PRAME, descrito como 
polimorfismo (CNV_53983, CNV_35989 y CNV_53720). Sin embargo, esta última 
alteración puede también corresponder a los reordenamientos fisiológicos del gen 
lambda y a las deleciones causadas como consecuencia. 
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Figura 11. Ganancias y pérdidas por microarrays de CGH en la serie de LZMG. Ideograma que 
representa los desequilibrios cromosómicos de 14 casos con LZMG. Las regiones de pérdida y de 
ganancia se muestran con líneas verticales, a la izquierda en color rojo (pérdida) y a la derecha en 
color verde (ganancia). Las regiones con mayor amplificación se representan con líneas más 
gruesas. 
 
Varios miRNAs con elevada expresión en LZMG se localizaron en bandas con 
ganancias en los datos de ANC: el miR-202 se localiza en 10q26.13, en 1p36 se 
encuentran el miR-34a y el miR-200a*, mientras que el miR-221 y el miR-222 se 
codifican en Xp11.3 (Figura 12). 
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Figura 12. Agrupación jerárquica de genes y miRNAs localizados en las citobandas alteradas 
en el análisis de número de copias. Rojo y verde representan alta y baja expresión 
respectivamente. 
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2.- Diagnóstico diferencial del LZMG frente al Linfoma Folicular (LF) 
 
En ocasiones, el diagnóstico diferencial entre LZMG y LF puede presentar 
problemas como consecuencia de la ausencia de marcadores moleculares específicos de 
LZMG. Debido a ello, los datos de microarrays obtenidos de 15 muestras de LZMG se 
compararon con 16 casos de LF, tanto en sus perfiles de expresión génica como en el de 
miRNAs. Se realizó igualmente la integración entre los perfiles de expresión génica y de 
miRNAs mediante un análisis de correlación de Pearson.  
 
2.1.- Genes diferencialmente expresados entre LZMG y LF por microarrays 
de ADNc: un análisis supervisado de agrupamiento destacó una interesante serie de 
genes desregulados al estudiar una serie de 15 LZMG y 16 LF. En el LZMG aparecieron 
sobreexpresados los genes CHIT1, TACI, TRAF4, TGFB1, CD82, PTPN1 y CD44, entre 
otros; mientras que en LF se encontraron con elevada expresión marcadores de centro 
germinal como CD10 (MME), BCL6, GCET1 (SERPINA9) y LMO2, entre otros. En 
contrapartida, en las muestras de LZMG aparecieron sobreexpresados genes 
relacionados con la zona marginal normal, incluyendo TACI y CD44; y genes implicados 
en la ruta de señalización de NF-kB (TRAF4, CD82, PRKD2, CLIC1, CSNK2B y VARS). 
Del mismo modo, IL32, histonas (varias isoformas de HIST1H e HIST2H), miembros de 
la superfamilia TNF (el mismo TACI, MADD y TNFRSF14) y genes implicados en 
desarrollo y diferenciación de linfocitos (CLPTM1 y TGFB1), tuvieron una expresión 
significativamente más alta en LZMG que en LF (Tablas 6 y 10, Figura 8). 
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Tabla 10. Genes con expresión diferencial significativa entre LZMG y LF. La columna N Exp 
corresponde a la diferencia de expresión entre las medias de LZMG y LF, expresados en escala 
logarítmica (log2). FDR (false discovery rate) corresponde a los valores de la prueba t de student 
(http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/). 
 
N Exp Gen FDR N Exp Gen FDR 
3.0156 ZBTB32 0.0132 -1.1973 FRY 0.0125 
2.5270 CHIT1 0.0204 -1.2685 SCHIP1 0.0467 
2.2052 ACP5 0.0098 -1.2700 IKIP 0.0454 
1.9870 TACI 0.0417 -1.2717 P2RY12 0.0106 
1.7711 ANXA6 0.0109 -1.2725 PLAG1 0.0109 
1.7618 PREX1 0.0059 -1.2908 RAD54B 0.0258 
1.7269 CD82 0.0269 -1.2932 SCRN1 0.0176 
1.6687 RAC2 0.0168 -1.3384 CPE 0.0429 
1.6354 CHI3L1 0.0288 -1.3787 BCL6 0.0059 
1.5626 CSK 0.043 -1.4362 PPAPDC2 0.0373 
1.5392 HIST1H1D 0.0192 -1.4414 SSBP2 0.0059 
1.5369 PRKD2 0.0075 -1.4767 PLK2 0.0166 
1.5137 TNFRSF14 0.0059 -1.4775 SYT17 0.0213 
1.4061 HLA-E 0.0478 -1.4972 SLC25A27 0.0271 
1.3965 RAB42 0.0353 -1.5039 LMO2 0.0059 
1.3886 ICAM3 0.0275 -1.6435 ANUBL1 0.0075 
1.3436 IL32 0.0408 -1.7321 BNIP3 0.0447 
1.2850 CD44 0.0059 -1.7492 ANKRD15 0.0098 
1.2426 PTPN1 0.0258 -1.7675 LEF1 0.0207 
1.1619 HIST2H2AC 0.0376 -1.7792 CLDN23 0.0248 
1.1390 TRAF4 0.0217 -1.8563 MYBL1 0.0075 
1.1250 IRF3 0.0288 -1.8636 RPGR 0.0374 
1.0674 PIK4CB 0.0166 -1.9405 BMP7 0.034 
1.0086 TGFB1 0.0255 -1.9539 RGS13 0.0109 
0.9594 HIST1H1E 0.0235 -1.9705 KCNMB4 0.0059 
0.9470 MADD 0.0098 -2.2693 IQCD 0.0118 
0.9385 CLPTM1 0.0495 -2.9158 GCET1 0.0374 
0.9369 CCND2 0.0447 -3.2068 CD10 0.0059 
 
El análisis de enriquecimiento de rutas por GSEA comparando LZMG y LF reveló 
sobreexpresión en LZMG de genes relacionados con células B de memoria (IgM+ IgD- 
CD27+) y genes de señalización de IL10, mientras que en LF se encontró expresión 
elevada de genes implicados en centro germinal (Figura 13). 
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Figura 13. Expresión de células B en LZMG y LF. El análisis de GSEA mostró sobreexpresión de 
genes relacionados con células B de memoria (IgMalto, IgDbajo, CD27+) en LZMG, mientras que 
genes involucrados en el centro germinal aparecieron con elevada expresión en LF. Rojo y azul 
indican altos y bajos niveles de expresión respectivamente. LZMG: linfoma de la zona marginal 
ganglionar; LF: linfoma folicular. 
 
2.2.- MiRNAs diferencialmente expresados entre LZMG y LF por microarrays: 
un análisis de t-test comparando LZMG y LF permitió identificar 61 miRNAs 
diferencialmente expresados, 24 de ellos sobreexpresados y 37 reprimidos en LZMG 
(Tablas 6 y 11, Figura 14). Entre los miRNAs sobreexpresados en LZMG se encontraron 
miRNAs como miR-221, miR-223  y let-7f, que podrían regular la expresión de CD10, 
LMO2 y de genes relacionados con ciclo celular respectivamente. La relación funcional 
entre miR-223 y LMO2 en células B ha sido ya descrita (Zhang et al. 2009). El cluster 
let-7, incluyendo a let-7f, está involucrado en la regulación del ciclo celular y en la 
división celular (Barh et al. 2010). Entre los miRNAs reprimidos destacaron miR-494, 
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miR-765, miR-370, miR-30d, miR-181a y miR-29b. MiR-370 y miR-765 podrían regular 
la expresión de TRAF4 y TGFB1 respectivamente, mientras que CCND2 es una diana 
potencial de miR-494 según los algoritmos de predicción on line. 
 
Tabla 11. MiRNAs más relevantes con expresión diferencial significativa entre LZMG y LF. Los 
valores del estadístico y de FDR corresponden a un análisis de t-test entre LZMG y LF 
(http://pomelo2.bioinfo.cnio.es/). La predición de genes diana para cada miRNA corresponde a 
genes pertenecientes a la firma molecular de LZMG según el algoritmo TargetScan. 
miRNA Estadístico FDR Predicción de genes diana (TargetScan) 
miR-621 4.8095 0.0012 BCL6, MYLK, LEF1 
miR-625 4.3017 0.0037  
miR-374a 4.1334 0.0056 CD10, LMO2, BCL6 
miR-100 3.9706 0.0087  
miR-10b 3.9236 0.0091  
miR-99a 3.9039 0.0091  
miR-9 3.9039 0.0091 CD10, BCL6 
miR-126 3.9033 0.0091 PLK2 
miR-223 3.8643 0.0096 LMO2, MYBL1 
let-7g 3.8428 0.0096 genes de ciclo celular 
miR-221 3.7875 0.0109 CD10, LMO2 
let-7f 3.4916 0.0213 genes de ciclo celular 
miR-30a 3.4564 0.0228 BCL6 
miR-98 3.3780 0.0267  
miR-26b 3.2674 0.0307 LEF1 
let-7d 3.1104 0.0350  
miR-29b -3.1723 0.0314 TCL1A 
miR-146a -3.1964 0.0314  
miR-142-5p -3.2118 0.0312  
miR-136 -3.2324 0.0307 TGFB1 
miR-181b -3.5295 0.0198  
miR-30d -4.5370 0.0020  
miR-181a -4.6666 0.0015  
miR-198 -4.9200 0.0010  
miR-765 -5.0931 0.0007 TGFB1 
miR-138 -5.2037 0.0005  
miR-370 -5.3652 0.0004 TRAF4, CDKN1A 
miR-617 -6.1749 0.0001  
miR-513 -7.9292 <0.0001  
miR-494 -10.6070 <0.0001 CCND2 
 
  
 72 | RESULTADOS 
 
 Caracterización Molecular del Linfoma de la Zona Marginal Ganglionar 
 
 
Figura 13. Perfil de exresión de miRNAs en LZMG. Cluster jerárquico de los miRNAs 
con FDR<0,05 en un análisis de ANOVA comparando LZMG con GLR y LF. Algunos 
miRNAs relevantes de la firma están marcados con flechas rojas. Rojo y verde 
representan alta y baja expresión respectivamente. 
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3.- Diagnóstico diferencial de LZMG frente a Linfoma Esplénico de la Zona 
Marginal (LEZM) 
 
El diagnóstico diferencial entre LZMG y LEZM puede ser difícil, teniendo en cuenta 
además que el diagnóstico de LZMG es un diagnóstico de exclusión. Por ello, los datos 
obtenidos en microarrays para 15 muestras de LZMG se compararon con 31 casos de 
LEZM, tanto en sus perfiles de expresión génica como en el de miRNAs.  
 
3.1.- Genes diferencialmente expresados entre LZMG y LEZM por microarrays 
de ADNc: un análisis de t-test permitió determinar un grupo de genes deregulados al 
estudiar una serie de 15 LZMG y 31 LEZM tras normalizar cada tumor frente a su tejido 
reactivo no tumoral. En ambos linfomas se observaron genes sobreexpresados 
relacionados con células B de memoria y con señalización de BCR. Además, se 
encontró un grupo de genes con expresión diferencial entre los dos subtipos de 
linfoma de la zona marginal, entre los que aparecieron genes pertenecientes a sus 
respectivas firmas moleculares: CD81, CD82,  TGFB1, PRKD2, PIK4CB, MAPK3, LYN y 
IRF3 en LZMG; y TCL1B, AIM2, LEF1, RAD54B, BIRC3, UBD, E2F5 y RHOH en LEZM; 
entre otros. El análisis de GSEA mostró enriquecimiento en LZMG de genes 
relacionados con monocitos/macrófagos, mientras que en LEZM aparecieró enriquecida 
la ruta de señalización de las caspasas. 
 
3.2.- MiRNAs diferencialmente expresados entre LZMG y LEZM: se 
compararon los perfiles de miRNAs de LZMG y LEZM mediante un t-test a partir de los 
datos de microarrays. Este análisis permitió determinar un grupo de 44 miRNAs 
diferencialmente expresados entre estos dos subtipos de linfoma, entre los que 
destacan miR-199a que apareció también sobreexpresado en LZMG frente a LF; y miR-
21, miR-155, miR-100, miR-330, miR-27b, miR-376a, miR-377 sobreexpresados en 
LEZM (Figura 15). 
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Figura 15. Cluster supervisado de la firma de miRNAs de LZMG que permite distinguir entre 
ganglios infiltrados por LZMG y LEZM (LEZM-G). El análisis se llevo a cabo en la suite on-line 
GEPAS 4.0 (http://gepas.bioinfo.cipf.es/) utilizando el algoritmo SOTA y el coeficiente de 
correlación de Pearson. 
 
4.- Validación de los resultados de microarrays por PCR cuantitativa a tiempo 
real 
 
Los resultados obtenidos en los ensayos de microarrays a partir de tejido 
congelado, fueron validados en una serie independiente y más amplia de muestras 
incluidas en parafina (FFPE) por PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR). Para ello se 
selecionaron los genes y miRNAs más relevantes del estudio incluyendo aquellos con 
expresión diferencial significativa en las comparaciones LZMG frente a GLR y LZMG frente 
a LF. Por tanto se analizaron TACI, CHIT1, CD82, TGFB1, CD44, IKIP, RAD54B y LMO2 
para genes; y miR-221, miR-223, miR-34a, miR-625, let-7f, miR-765, miR-370, miR-513 y 
miR-494 para miRNAs (Tablas 6 y 8).  
 
4.1.- Genes diferencialmente expresados entre LZMG, GLR y LF: el análisis de 
qRT-PCR mostró niveles de expresión más altos para los genes TACI y CHIT1 en LZMG 
que en GLR y que en LF y niveles más bajos de expresión para LMO2 y RAD54B, con 
valores estadísticamente significativos. Además, los genes TGFB1, CD44 y CD82 
tuvieron expresión significativamente más alta en LZMG que en LF. Los resultados 
completos se muestran en la Figura 16 (a). Los datos de IKIP no pudieron ser 
evaluados debido a que la sonda TaqMan utilizada no amplificó.  
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Figura 16. (a) ensayo para expresión génica; (b) estudio en miRNAs. Datos de expresión (media 
RQ) para los genes y los miRNAs validados por PCR cuantitativa en GLR, LZMG y LF. Los valores de 
RQ se muestran debajo de cada gráfica y los valores de p aparecen encima de las barras 
correspondientes a cada comparación. GLR en rayado oblícuo, LZMG en negro y LF en gris. 
 
4.2.- MiRNAs diferencialmente expresados entre LZMG, GLR y LF: para los 
miRNAs, se confirmaron los patrones de expresión encontrados en el ensayo de 
microarrays para miR-221, miR-223, let-7f y miR-494. Sin embargo, en el caso de miR-
29c, la PCR a tiempo real no pudo validar los resultados obtenidos previamente. Los 
datos de qRT-PCR de miR-34a, miR-625, miR-765, miR-370 y miR-513 fueron no 
valorables por la deficiente amplificación de sus respectivas sondas (Figura 16 (b)).  
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4.3.- Comparación conjunta entre los perfiles de expresión génica y de 
miRNAs en LZMG, GLR y LF: análisis de la varianza: los datos de qRT-PCR fueron 
sometidos a un análisis de la varianza (ANOVA) entre las tres clases incluidas en el 
ensayo (LZMG, LF y GLR) que mostró valores de p significativos para los genes más 
relevantes del estudio TACI, CHIT1, TGFB1, CD44 y CD82, aunque LMO2 y RAD54B  
obtuvieron valores no significativos, debido probablemente a que presentaron niveles 
de expresión muy similares en LF y GLR. En cuanto a los miRNAs, en un análisis similar 
al realizado en genes, los miRNAs miR-221, let-7f y miR-494 tuvieron valores de 
p<0.05, mientras que miR-223 mostró una p no significativa, debido a que no se 
encontraron diferencias de expresión entre LZMG y GLR. Por último el miR-29c no tuvo 
valores significativos en esta prueba (Tabla 12). 
 
Tabla 12. ANOVA de un factor (SPSS v.17.0) con los datos obtenidos por qRT-PCR en LZMG, LF y 
GLR comparando la expresión de los genes y los mRNAs más relevantes del estudio. Los genes y 
los miRNAs con p<0.05 fueron considerados significativos. LMO2  y RAD54B, que no aparecen en 
la tabla tuvieron valores no significativos. NS: no significativo. 
 
Gen p-valor miRNA p-valor 
TACI 0.016 miR-223 NS 
CHIT1 0.007 let-7f 0.049 
TGFB1 0.047 miR-29c NS 
CD44 0.016 miR-221 0.047 
CD82 0.020 miR-494 0.004 
 
Por último, cabe señalar que la falta de validación en la comparación entre LZMG y 
GLR para algunos genes (TGFB1, CD44 y CD82) y para el miR-221 puede ser el 
resultado de los relativamente pocos casos de GLR incluidos en la serie de muestras 
parafinadas. 
 
5.- Validación de los resultados de microarrays por Inmunohistoquímica (IHQ) 
 
En el estudio de expresión de proteínas por inmunohistoquímica se incluyeron 
algunos de los genes más relevantes de la firma molecular, como CD82, TACI, CD44, 
CHIT1, TOM1 y LASS4. La expresión proteica de CD44 fue significativamente más alta en 
LZMG que en LF (p=0.0157), de forma que CD44 fue positivo en el 90% de los casos 
mientras que en LF expresó en el 69% de las muestras. La expresión de CHIT1, presente 
en macrófagos pero no en células tumorales, fue más fuerte en LZMG (48%) que en LF 
(38%) aunque esta diferencia fue estadísticamente no significativa (Tabla 13, Figura 17). 
No se encontraron diferencias al comparar al LZMG con ganglios infiltrados por los otros 
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dos subtipos de linfoma de la zona marginal, LZM-MALT y LEZM, quizá debido a los pocos 
casos incluidos en el estudio para estos subtipos de LZM en ganglio. 
Los anticuerpos comerciales probados para el gen TACI produjeron resultados 
inconsistentes. El anticuerpo de CD82 produjo tinción de los centros germinales en 
amígdalas y bazos reactivos pero no marcó la zona marginal. TOM1 y LASS4 mostraron 
expresión en células reactivas de la zona marginal en amígdala y bazo, mientras que las 
células de centro germinal fueron negativas. La frecuencia de expresión encontrada en 
LZMG para LASS4 fue más alta en LZMG que en LF, aunque de forma no significativa. 
 
Tabla 13. Resumen de los anticuerpos incluidos en el ensayo de IHQ y de los resultados 
obtenidos. Abreviaturas: C.Com.: casa comercial; R.Cons.: resultados consistentes; ZM normal: 
zona marginal normal; CG: centro germinal, LZMG: linfoma de la zona marginal ganglionar; LF: 
linfoma folicular; NV: no valorable. (*) refleja diferencias estadísticamente significativas (p<0.05). 
 
Gen Clon C. Com. R. Cons. ZM normal CG LZMG LF 
CD82 
Ratón anti-humano 
CD82 (clon 5B5, IgG2a) 
Abcam NO - + NV NV 
 
Cabra anti-humano 
TACI (policlonal IgG) 
RD Systems NO NV NV NV NV 
TACI 
Ratón anti-humano 
TACI (clon 165609, IgG1) 
Lifespan NO NV NV NV NV 
 
Conejo anti-humano 
TACI (policlonal IgG) 
Lifespan NO NV NV NV NV 
CD44 
Ratón anti-humano 
CD44/H-CAM (clon, DF1485, IgG1) 
Novastra SI + - 90%(*) 69% 
CHIT1 
Conejo anti-humano 
CHIT1 (policlonal IgG) 
Atlas Antibody SI macrófagos macrófagos 48% 38% 
TOM1 
Ratón anti-humano 
TOM1 (monoclonal, IgG1) 
Abcam NO + - NV NV 
LASS4 
Conejo anti-humano 
LASS4 (policlonal IgG) 
Abcam SI + - 27% 13% 
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Figura 17. Expresión diferencial a nivel de proteína por IHQ para los anticuerpos CHIT1 y 
CD44 en LZMG, LF, GLR y Bazo no tumoral. Imágenes capturadas con una cámara 
Olympus DP72 3.0 en un microsopio Olympus AX80 con un objetivo de 400X, y procesadas 
con el programa Cell A software (Olympus Soft Imaging Solutions v3.2; Olympus, Tokio, 
Japón). 
 
Por tanto, los resultados de la firma molecular obtenida en la comparación entre 
LZMG y GLR, se han validado en 4 de los 7 genes estudiados (TACI, CHIT1, LMO2 y 
RAD54B) y en 1 de los 2 miRNAs seleccionados (miR-221). En el estudio para diagnóstico 
diferencial entre LZMG y LF se ha corroborado la expresión de todos los genes (7 de 7: 
TACI, CHIT1, TGFB1, CD44, CD82, LMO2 y RAD54B) y todos los miRNAs (4 de 4: miR-
223, let-7f, miR-221 y miR-494) incluidos en el ensayo. Finalmente, la expresión del gen 
CD44 frente al ganglio reactivo no pudo validarse por PCR cuantitativa, aunque si lo hizo 
por IHQ. 
 
6.- Homología entre LZMG y células B de memoria (CBM) 
 
Para determinar si la firma molecular de LZMG presenta homología con células B 
de memoria (CBM), se identificaron los patrones de expresión génica y de miRNAs de esta 
subpoblación celular y de las células B de centro germinal (CG). La comparación entre 
estos dos subtipos de célula B se muestra en las tablas Tablas 14 y 15. 
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Tabla 14. Genes más relevantes con expresión diferencial entre células B de memoria y células de 
centro germinal. La columna FC corresponde al fold change: diferencia de expresión entre las 
medias de CBM y CG, expresado en escala logarítmica (log2).  
 
Gen FC Gen FC Gen FC Gen FC 
IL7R 1.8636 CCR7 0.9472 CD40LG 0.6784 MYBL1 -0.6155 
TCF7 1.7629 TACI 0.9246 IL17RA 0.6716 CD10 -0.6241 
TNFRSF25 1.5910 IFI44 0.8979 ICAM3 0.6709 LMO2 -0.7054 
FYB 1.5500 MAP3K5 0.8960 TNFRSF8 0.6571 PRDX4 -0.7638 
IL32 1.3967 BCL2 0.8468 FYN 0.6513 CXCL9 -0.8031 
TNFSF12 1.2745 PDCD1 0.8035 TNFRSF18 0.6491 GCET2 -0.8797 
IL6R 1.1998 BCL11B 0.7958 RALGDS 0.6433 ST3GAL6 -0.9255 
IL27RA 1.1877 IL2RB 0.7741 ADAM28 -0.5609 PRDM1 -0.9893 
CCL5 1.1087 CDC42EP5 0.7408 BCL6 -0.5615 MMP9 -1.2690 
CD44 1.0697 IL4 0.7404 SERPINA7 -0.5980 UBD -1.3682 
TNFSF14 1.0079 IL1R2 0.7064 CXCL12 -0.6049 MEST -1.3743 
 
Entre  los genes más relevantes sobreexpresados en CBM se encontraron 
interleuquinas (IL2R, IL6R e IL32), miembros de la familia TNF (TNFRSF25, TNFSF12, 
TNFSF14, TNFRSF18 y CD40L) y genes ya descritos con elevada expresión en células B de 
memoria como CD44, TACI, PTPNM1, CARD11 y IKZF3 (Shen et al. 2004). Las células CG 
mostraron un incremento en la expresión de marcadores de centro germinal como CD10, 
BCL6 y LMO2, y otros genes relacionados con proliferación en célula B como MYBL1 y 
CXCL9 (Tabla 14). 
 Los miRNAs más relevantes expresados diferencialmente entre CBM y CG contienen 
miRNAs ya descritos con elevada expresión en células B de memoria como miR-150, miR-
223, miR-29a, miR-29c, let-7b y miR-142-5p (Basso et al. 2009, Jima et al. 2010) y otros 
miRNAs descritos en linfomas B de bajo grado como miR-146 (a y b) o let-7b (Calin et al. 
2005, Mi et al. 2007). Por su parte, las células CG mostraron sobreexpresión de diversos 
miRNAs ya descritos con elevada expresión en células de centro germinal como miR-28, 
miR-17-5p, miR-181b, miR-331, miR-20 y miR-15b (Basso et al. 2009). Merece la pena 
mencionar que el desarrollo y la diferenciación de célula B están reguladas por miR-150, 
el cual está sobreexpresado en células B maduras pero no en sus progenitoras, lo que se 
corresponde con los hallazgos obtenidos en este trabajo (Xiao et al. 2007, Basso et al. 
2009). 
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Tabla 15. MiRNAs más relevantes con expresión diferencial entre células B de memoria (CBM) y 
células de centro germinal (CG). La columna FC corresponde a la diferencia de expresión entre las 
medias de CBM y CG, expresados en log2, en los datos de microarrays. Sobre Exp corresponde con 
el subtipo celular donde se encontró sobreexpresión. 
 
miRNAs FC Sobre Exp miRNAs FC Sobre Exp 
miR-146b 5.3619 CBM miR-494 -0.5410 CG 
miR-150 4.5134 CBM miR-20b -0.8007 CG 
miR-29c 4.3340 CBM miR-331 -1.3802 CG 
miR-146a 3.0998 CBM miR-15a -1.7217 CG 
let-7b 3.0410 CBM miR-370 -1.7472 CG 
miR-142-5p 2.8451 CBM miR-324-5p -1.7596 CG 
miR-221 2.3645 CBM miR-181b -1.8102 CG 
miR-29a 1.9905 CBM miR-17-5p -1.8183 CG 
let-7f 1.1999 CBM miR-28 -2.2433 CG 
miR-223 1.0596 CBM miR-15b -4.6788 CG 
 
 
En el análisis de GSEA, LZMG y las células de memoria mostraron enriquecimiento 
común de rutas y genes relacionados con la zona marginal normal (IL-2, IL-6, TNF y 
CD40), mientras que LF y las células CG presentaron sobreexpresión de genes 
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El diagnóstico de LZMG frente a otros linfomas B de bajo grado sigue presentando 
actualmente dificultades debido a la ausencia de marcadores específicos. Este trabajo 
analiza los perfiles de expresión génica y de miRNAs y estudia las variaciones en el 
número de copias de DNA en una serie de casos seleccionados utilizando criterios de 
diagnóstico muy conservadores que excluyen aquellos casos con características 
intermedias o con datos clínicos insuficientes. Por ello, el tamaño de la serie se vió 
reducido pero a su vez se mejoró la potencia del análisis para la identificación de 
marcadores específicos de LZMG.  
Los perfiles de expresión génica y de miRNAs fueron muy similares a lo largo de 
toda la serie de muestras LZMG, lo que garantiza la homogeneidad de los datos y sugiere 
que LZMG es una entidad única. El perfil transcripcional obtenido en el presente trabajo 
identifica las rutas metabólicas más relevantes en LZMG; propone nuevos marcadores 
específicos de LZMG, tanto genes como miRNAS; y sugiere posibles dianas terapéuticas. 
 
Caracterización molecular del LZMG 
 
El patrón de expresión identificado contiene rutas, genes y miRNAs relacionados 
con la ZMn y con células B de memoria, la subpobación celular mayoritaria en la ZMn 
(Weill, Weller et al. 2009). Estos resultados apoyan que LZMG es la contrapartida tumoral 
de las células de la ZMn, lo que corrobora observaciones anteriores basadas en análisis 
morfológicos de LZM y sugiere que los casos típicos de LZM pueden ser más homogéneos 
de lo que en un principio se pensaba. Los genes y los miRNAs más relevantes 
sobreexpresados en LZMG, incluyendo los genes TACI, CD44, miembros del cluster let-7, 
miR-221, miR-29c y miR-223  se encontraron también sobreexpresados al comparar las 
CBM frente a las células CG. Estos genes y miRNAs han sido además previamente 
descritos con elevada expresión en células B de memoria (Shen et al. 2004, Basso et al. 
2009, Zhang et al. 2009, Jima et al. 2010). También en el análisis de rutas por GSEA, 
genes relacionados con células B de memoria aparecieron enriquecidos en LZMG frente a 
la expresión más alta de genes de CG encontrada en los casos de LF. Por tanto, los 
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perfiles de expresión génica y de miRNAs de LZMG reproducen los hallazgos obtenidos 
para las células B de memoria, lo que sería consistente con los datos que sugieren que las 
células B de memoria podrían ser el origen celular de este tumor (Weill et al. 2009). 
Asimismo, los datos obtenidos en este trabajo sugieren que el patrón de expresón de 
miRNAs en LZMG está íntimamente relacionado con el de expresión génica. Así, la 
sobreexpresión de miR-221, regulador de los marcadores de CG, LMO2 y CD10, puede ser 
parcialmente responsable de la expresión de la firma molecular característica de la zona 
marginal. Los factores de transcripción RELA (subunidad p65 de NF-kB) y JUN, ambos 
sobreexpresados en LZMG, cooperan funcionalmente con miR-221 para inducir 
transcripción en tumores sólidos, revelando actividad oncogénica de este microRNA 
(Galardi et al. 2011). De esta manera, la sobreexpresión de miR-221, en cooperación con 
JUN y RELA, podría contribuir a la activación de la via canónica de NF-kB, y por tanto a la 
supervivencia de las células tumorales. La deregulación de miR-29c ha sido descrita en 
linfomas B de bajo grado como LLC (Stamatopoulos et al. 2009) y el cluster miR-29 se ha 
revelado como modulador de la respuesta inmune adaptativa (Liston et al. 2012). Además 
de miR-29c, otro miembro de esta familia de miRNAs (miR-29a) se encontró con 
sobreexpresión en CBM de nuestra serie, lo que parece relacionar esta familia de miRNAs 
con la firma molecular de la zona marginal normal.  
El perfil de expresión génica descrito hasta el momento en los distintos subtipos 
de LZM sugiere que la estimulación antigénica crónica, potencialmente originada por 
organismos patógenos o por enfermedades autoinmunes, tiene un papel clave en la 
ontogenia de estos tumores (Ruiz-Ballesteros et al. 2005, Herreros et al. 2008, Huynh et 
al. 2008, Chng et al. 2009). La selección de células neoplásicas como consecuencia de 
estimulación antigénica crónica ha sido funcionalmente demostrada en LZMs, tanto en 
LZM-MALT (Wotherspoon et al. 1991, Roggero et al. 2000) como en LEZM (Szynglarewicz 
et al. 2007, Zibellini et al. 2010). La implicación de esta estimulación antigénica en la 
tumorigénesis de los LZMs se ha puesto de manifiesto con la reducción significativa del 
tumor inherente a la erradicación de la infección (Park et al. 2012) o al control del 
desorden autoinmune asociados (Pinnix et al. 2012). En este modelo de tumorigénesis, la 
infección de Helicobacter pylori en el LZM-MALT sin alteraciones cromosómicas asociadas 
supone un paradigma ampliamiente estudiado en otros linfomas (Suarez et al. 2006, Du 
2011). En nuestros resultados, la sobreexpresión de genes funcionalmente relacionados 
con procesos de presentación de antígeno, como HLAs de clase I y II, y otros genes 
relacionados estructuralmente, como CD81 y CD74, sugiere un papel importante de la 
respuesta inmune en este linfoma. CD74 ha sido directamente involucrado en la 
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maduración del linfocito B a través de la señalización de NF-kB (Starlets et al. 2006) y es 
crítico para la presentación antigénica por parte del complejo mayor de 
histocompatibilidad de case II (CMH II). Además, CD74 ha sido propuesta como candidato 
a diana terapeútica en neoplasias de célula B (Stein et al. 2007). Sin embargo en LZMG, 
el origen de esta estimulación antigénica no siempre está claro, pues a pesar de que se 
ha descrito la asociación entre este linfoma y el VHC (Marasca et al. 2001), hasta el 
momento no se ha determinado si esta asociación es clave en la patogenia de LZMG. El 
reducido número de casos con VHC+ en nuestra serie (2 pacientes) no permite ninguna 
conclusión relevante al respecto, aunque la sobreexpresión de receptores de superficie y 
genes funcionalmente relacionados con los mecanismos de presentación de antígeno, 
sugieren que la estimulación antigénica puede finalmente ser un fenómeno esencial en la 
patogénesis de esta neoplasia. Cabe destacar que CD81, que ha sido descrito como 
receptor de VHC (Cocquerel et al. 2003), apareció sobreexpresado en los dos casos 
VHC+. Por tanto, la causa primera de esta estimulación antigénica crónica no ha sido 
establecida en LZMG. A este respecto, un estudio amplio de la diversidad de epítopos que 
estimulan al receptor de célula B postula la posible existencia de un superantígeno 
desconocido y común que podría contribuir en la estimulación antigénica de diversos 
linfomas B de bajo grado entre los que se cuentan los LZM (Zibellini et al. 2010). 
El microambiente inflamatorio, compuesto por citoquinas proinflamatorias y células 
acompañantes, incluyendo células presentadoras de antígeno y células T, parece ser 
crucial en los distintos tipos de linfoma. En LZMG, se observó sobreexpresión de genes 
relacionados con estas células acompañantes como CHIT1, CHI1L3  (macrófagos), TFEB, 
TCF4 y VAV1 (células T) y enriquecimiento de rutas metabólicas activadas por citoquinas 
(interleuquinas y TNF), lo que pone de manifiesto el papel relevante de estos subtipos 
celulares en el contexto inflamatorio de este desorden, de forma similar a los hallazgos 
publicados en LZM-MALT (Bende et al. 2009). Situaciones inflamatorias crónicas suponen 
a su vez una estimulación antigénica crónica, la cual podría contribuir en eventos 
esenciales en la patogenia del LZMG como la estimulación de NF-kB. Las citoquinas 
proinflamatorias activarían por tanto rutas de supervivencia en célula B que a su vez 
inducirían la transcripción génica por la entrada de NF-kB en el núcleo, lo que se 
corresponde con los resultados obtenidos en el análisis de enriquecimiento por GSEA, 
donde aparecieron sobreexpresadas las rutas de señalización de BCR, TNFR, IL2, IL6, 
CD40 y la subunidad de NF-kB, RELA (p65). Otras vías de comunicación celular y 
señalización de citoquinas aparecieron sobreexpresadas en la firma molecular de LZMG, 
como integrinas, IFNγ y CD70 (CD27L). Por consiguiente, las citoquinas inflamatorias 
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presentes en este contexto inmunológico podrían contribuir a la aparición y a la 
progresión del linfoma, o al menos podrían estar involucradas en la supervivencia de las 
células tumorales. Además, los datos obtenidos en este estudio identifican la 
sobreexpresión de la ruta de señalización de BCR como esencial para la supervivencia de 
las células de LZMG. De este modo, SYK, LYN, BLK y BLNK, tirosín-quinasas implicadas en 
la sealización de BCR, aparecieron sobreexpresadas en LZMG, y han sido descritas 
también con elevados niveles de expresión en otros LZM (Ruiz-Ballesteros et al. 2005, 
Huynh et al. 2008). Los miRNAs sobreexpresados de la firma, miR-221, miR-555 y miR-
29c, mostraron de forma significativa correlación positiva (correlación de Pearson) con las 
rutas enriquecidas en el análisis de expresión génica (GSEA): BCR, IL2, IL6, CD40, RELA, 
TGFB y células B de memoria; lo que parece sugerir la implicación de estos miRNAs en la 
regulación de estas rutas y revela un papel muy significativo de estas rutas en LZMG. Por 
último, la contribución de algunas de estas rutas en el microambiente inflamatorio, como 
IL2, IL6, TGFB y CD40, podría indicar la implicación de estos miRNAs sobreespresados en 
los eventos inflamatorios descritos anteriormente. Un estudio pormenorizado de este 
microambiente inflamatorio puede ser especialmente interesante en aquellos casos donde 
no puede evidenciarse infección crónica o enfermedad autoinmune asociados. Además, el 
estudio del contexto inflamatorio ha permitido abrir nuevas vías de investigación en el 
desarrollo de terapias que puedan hacer frente a la estimulación antigénica crónica 
inherente a los linfomas B de bajo grado (Aldinucci et al. 2010).  
El análisis de rutas realizado mediante GSEA reveló también la sobreexpresión de 
la ruta de señalización de TGFB, implicada en muy diversas funciones en células 
hematopoyéticas en función de la subpoblación celular, influyendo en el balance entre 
diferenciación y proliferación (Kim and Letterio 2003). La sobreexpresión de la ruta de 
señalización de TGFB podría interpretarse como otro indicador del papel que las 
subpoblaciones celulares acompañantes pueden jugar en la patogénesis de LZMG 
(Wrzesinski et al. 2007). TGFB1, Transforming growth factor beta-1, apareció 
sobreexpresado en LZMG, pertenece a la superfamilia de TGF y como sucedía con su ruta 
de señalización, es crucial en la regulación del balance proliferación-diferenciación en 
células hematopoyéticas (Kim and Letterio 2003). Sin embargo, igualmente en células 
hematopoyéticas se le han descrito funciones opuestas a este gen dependiendo del 
contexto, desde inhibidor del crecimiento celular hasta activador de la progresión tumoral 
(Wrzesinski et al. 2007). Por último, otras rutas relacionadas con señales de 
supervivencia, como MAPKs, se encontraron enriquecidas en LZMG frente a GLR, por lo 
que podrían contribuir también a la supervivencia de las células tumorales del linfoma. 
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En la firma molecular de LZMG, se encontraron sobreexpresados un gran número 
de genes implicados en la vía de señalización de NF-kB, como TACI, CD74, CD81, CD82, 
PRKD2, RELA y TRAF4, lo que confirma el papel preponderante de este factor de 
transcripción en la patogénesis de los linfomas B (Zarnegar et al. 2008, Kanellis et al. 
2009). Paralelamente a la acción de estas moléculas, otras vías de señalización pueden 
estimular indirectamente a NF-kB, tanto por la ruta canónica como por la alternativa, 
como BCR, interleuquinas, CD40, TACI y TNF. TACI (TNFRSF13B), transmembrane 
activator and CAML interactor, es un miembro de la familia de receptores de TNF 
implicados en la respuesta inmune TI-2 para la correcta diferenciación de las células de la 
zona marginal a células plasmáticas (Mantchev et al. 2007). Este gen tiene múltiples 
funciones en el linfocito B, como regulador de la apoptosis y activador de NF-kB, tanto 
por la via clásica como por la no canónica, a través del reclutamiento de TRAF2, TRAF5 y 
TRAF6 (He et al. 2004). Por tanto, TACI puede ser un gen crucial en el mecanismo 
molecular e LZMG y podría ser un nuevo candidato a diana terapeútica.  
Aunque las deleciones cromosómicas en la banda 6q21-25, que afectan al 
regulador negativo de NF-kB, TNFAIP3 (A20), han sido descritas en LZM en varios 
trabajos publicados previamente (Honma et al. 2009, Kato et al. 2009, Novak et al. 2009), 
nuestros datos no confirman esta pérdida, ni en el análisis de número de copias ni en el 
patrón de expresión génica, lo que puede ser consecuencia del reducido tamaño de 
nuestra serie o de la relativa baja resolución del array utilizado en el ensayo de CNA. De 
forma similar, nuestros resultados tampoco confirman ni en los estudios de expresión 
génica ni en los de CNA, la traslocación recientemente descrita en un único caso de 
LZMG, t(11;14)(q23;q32) que supone la sobreexpresión de DDX6, resultando en la 
desregulación de BCL6 de forma independiente a NF-kB. Esta nueva alteración 
cromosómica parece ser un evento muy poco frecuente en LZM, pues en este trabajo 
previo se analizan más de 60 muestras con LZM encontrando un único caso positivo 
(Stary et al. 2013).  
 
Diagnóstico diferencial frente a LF 
 
Es interesante destacar que al comparar los perfiles de expresión génica y de 
miRNAs, tanto entre LZMG y LF, como entre las células CBM y CG; se encontraron genes, 
miRNAs y rutas metabólicas comunes, en LZMG y CBM por un lado, y en LF y CG por otro. 
En LZMG y CBM aparecieron sobreexpresados genes y miRNAs relacionados con la ZMn 
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como CD44, TACI, IKZF3, miR-29c, miR-221, let-7f y miR-223 (Shen et al. 2004, Basso et 
al. 2009, Zhang et al. 2009, Jima et al. 2010); y en GSEA se observó enriquecimiento de 
genes relacionados con células B de memoria. Igualmente, en LF y CG se encontraron 
sobreexpresados genes y miRNAs relacionados con centro germinal como CD10, BCL6, 
LMO2 y miR-181b (Shen et al. 2004, Basso et al. 2009, Zhang et al. 2009, Jima et al. 
2010); y en GSEA apareció enriquecido el grupo funcional de genes de centro germinal. 
Estos resultados se corresponden con los hallazgos previos que sugieren que la ZMn 
supone la contrapartida no tumoral del LZMG y que sitúan el origen del LF en las células B 
de CG. 
CD44 es una molécula de adhesión expresada en LZM y otros linfomas no Hodgkin 
y además es un miembro integral del complejo receptor de CD74 (Shi et al. 2006, Chng et 
al. 2009). En una revisión reciente, la sobreexpresión de CD44 se ha propuesto como 
nueva vía de investigación para el desarrollo de estrategias diagnósticas y terapéuticas en 
cáncer (Negi et al. 2012). Nuestros resultados revelan que la expresión de CD44 fue 
significativamente más alta en LZMG que en LF, tanto a nivel de ARNm (microarrays) 
como a nivel proteico (IHQ), de forma que un conocimiento más detallado de esta 
molécula podría mejorar el diagnóstico del LZMG. Un estudio previo e independiente ya 
encontró expresión más alta de TACI en LZMG que en LF, por lo que nuestros datos 
confirman estos descubrimientos (Wada et al. 2009). Comparando frente al LF se observó 
también sobreexpresión de genes implicados en el desarrollo y en la diferenciación de 
linfocitos como TGFB1, genes relacionados con TNF (MADD y el mismo TACI), y 
marcadores de macrófagos como CHIT1 y CHIT3L1. TACI, CHIT1 y TGFB1 mostraron 
expresión más alta en LZMG que en LF, en los datos de microarrays y en el ensayo de RT-
PCR, por lo que podrían ser candidatos a nuevos marcadores con valor diagnóstico en 
este linfoma. Además de estos nuevos candidatos, la comparación frente al LF reveló 
genes descritos con valor diagnóstico frente a LF como MNDA, cuya expresión fue 
evaluada por nuestro grupo en un trabajo previo encontrando que fue significativamente 
más alta en LZMG que en LF (Kanellis et al. 2009). Los resultados obtenidos en el perfil 
de expresión de miRNAs sugieren que la expresión diferencial de miR-221, miR-223, let-7f 
y miR-494 frente a LF podría asimismo tener aplicación en el diagnóstico de LZMG. 
El análisis funcional en GSEA reveló también enriquecimiento en LZMG de vías de 
señalización implicadas en la respuesta inmune como IL10. Esta interleuquina regula la 
respuesta inmune adquirida y puede ser secretada por varias cohortes de células 
inflamatorias entre las que se cuentan los macrófagos y las células T (Kubo and 
Motomura 2012). De esta manera, la expresión incrementada de genes y rutas 
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relacionadas con macrófagos y células T, destaca el papel esencial de las subpoblaciones 
de células acompañantes en la zona marginal, tanto normal como tumoral (Malaguarnera 
et al. 2005).  
Los casos con LF mostraron también fuerte expresión de genes relacionados con 
supervivencia de célula B como LEF1 y MYB2L1. En un estudio reciente se analizó la 
expresión proteica de LEF1 en linfomas B de bajo grado, encontrando expresión negativa 
en los 15 casos de LZMG analizados, mientras que fue positiva en la mitad de los casos de 
LF con estadios avanzados (Tandon et al. 2011), lo que se corresponde con nuestros 
resultados. Las células de CG, y paralelamente las muestras con LF, se distinguieron por 
un incremento en la expresión de LMO2 y una disminución en la expresión de miR-223, 
mientras que las CBM y el LZMG mostraron sobreexpresión de miR-223 y represión de 
LMO2. El control de la expresión de LMO2 llevado a cabo por miR-223 es esencial en la 
regulación del desarrollo de célula B (Zhang et al. 2009), por lo que la represión de LMO2 
y la elevada expresión de miR-223 obtenidos en este estudio, sugieren que la asociación 
miR-223/LMO2 podría tener un papel relevante en la morfogénesis de LZMG. Multitud de 
procesos moleculares, tales como ciclo celular, apoptosis o proliferación celular son 
regulados por el cluster let-7, debido a lo cual este cluster ha sido propuesto como firme 
candidato en el desarrollo de nuevas terapias en linfoma (Di Lisio et al. 2010). 
Concretamente let-7f, apareció sobreexpresado en un trabajo muy reciente en el que se 
relaciona el patrón de expresión de miRNAs con la respuesta a fármacos en LLC (Zhu et 
al. 2012). La ciclina D2 (CCND2) es diana putativa de miR-494 y regula la transición de G1 
a S en un control esencial para el adecuado equilibrio del ciclo celular (Huang et al. 2007). 
Adicionalmente a esta regulación, miR-494, que se encontró reprimido tanto en LZMG 
como en las células CBM, se ha visto que suprime la proliferación celular e induce 
quiescencia en líneas celulares tumorales (Ohdaira et al. 2012), por lo que este miRNA 
podría estar regulando procesos relacionados con la firma molecular de la zona marginal. 
 
Diagnóstico diferencial frente a LEZM  
 
La comparación entre las firmas moleculares de LZMG y LEZM encontró 
sobreexpresión de genes relacionados con células B de memoria y con señalización de 
BCR tanto en el subtipo esplénico como en LZMG, lo que se corresponde con el supuesto 
origen post-CG de los linfomas de la zona marginal. Este análisis identificó también un 
grupo de genes y miRNAs con expresión diferencial significativa. Resulta también 
interesante destacar que ganglios infiltrados por LEZM se agruparon con las muestras de 
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LEZM en el bazo en comparación con los casos de LZMG, lo que sugiere que el LZMG 
diseminado puede ser distinguible del LEZM (Figura 15). Por tanto, y aunque estos 
resultados requieren de una validación posterior en una serie más amplia, estos dos 
desórdenes parecen representar entidades separadas y no únicamente dos estados 
diferentes de la misma enfermedad. Entre los genes y miRNAs con expresión diferencial 
se encontraron moléculas relevantes en cáncer y pertenecientes a las respectivas firmas 
moleculares, tanto del LZMG (JUN, TGFB1, PRKD2 y miR-199a, sobreexpresado en LZMG 
frente a LF); como del LEZM (RHOH, AIM2, miR-21 y miR-155) lo que sugiere que las 
firmas moleculares identificadas en este trabajo podrían tener valor diagnóstico. El miR-
199a, implicado en la regulación de la expresión de diversos oncogenes en tumores 
sólidos (Iorio et al. 2007), apareció sobreexpresado en LZMG al compararlo tanto frente a 
LF como a LEZM, por lo que sería interesante un estudio más pormenorizado de este 
microRNA en LZMG. 
La relevancia de los macrófagos/monocitos en el microambiente de LZMG podría 
estar vinculada con la sobreexpresión de genes inducidos por la citoquina TNF (Chang et 
al. 2012), como los genes JUN o LMNA, ambos sobrexpresados en LZMG. Por su parte, en 
LEZM el análisis de GSEA mostró enriquecimiento en la señalización de caspasas, 
incluyendo la caspasa 3 (CASP3) lo que se corresponde con los hallazgos previos que 
asocian las células de la zona marginal esplénica con la activación de esta caspasa en 
ratones (Kishi and Tsubata. 2009).  
Por último, el reducido tamaño de la serie de ganglios infiltrados por LZM-MALT, 
únicamente 4 casos, no permite sugerir ninguna conclusión al respecto, por lo que el 
diagnóstico diferencial entre LZMG y LZM-MALT no se ha podido abordar 
convenientemente en este estudio. 
 
El presente trabajo identifica genes con expresión diferencial en LZMG, tanto 
frente al ganglio reactivo, como frente a LF y frente a LEZM: CD82, PRKD2, IRF3, PIK4CB, 
TGFB1, IKIP y RAD54B; por lo que estos genes podrían representar nuevos candidatos 
potenciales a marcadores específicos del LZMG y a genes con valor diagnóstico en 
linfomas B de bajo grado. Adicionalmente, dada la gran relevancia de estos genes en la 
regulación de NF-kB y en la respuesta inmune, estas moléculas podrían estar implicadas 
en la tumorigénesis del LZMG.  
A pesar de la asociación de la activación constitutiva de NF-kB con alteraciones 
cromosómicas, como la del(6q23), o con microorganismos patógenos (VHC), la 
 91 | DISCUSIÓN 
 
 Alberto Arribas 
patogénesis del LZMG no ha sido convenientemente clarificada hasta la fecha. En este 
linfoma encontramos porcentajes muy relevantes de pacientes con ausencia tanto de 
alteraciones moleculares descritas (alrededor del 50%) como de desencadenantes 
antigénicos conocidos (al menos un 75%). La firma molecular del LZMG identificada en 
este estudio contiene genes funcionalmente relacionados con procesos de presentación 
de antígeno, genes y rutas implicadas en el microambiente inflamatorio y rutas 
involucradas en la supervivencia de célula B. Por tanto, en su conjunto, esta firma 
molecular sugiere un papel crucial del microambiente inflamatorio en la linfomagénesis 
del LZMG. De este modo, las citoquinas proinflamatorias, secretadas tanto por las células 
acompañantes (células T y macrófagos) como por las propias células B activadas (proceso 
de estimulación autoantigénica), podrían excitar a las células B tumorales, causando 
estimulación antigénica crónica de forma similar a los desórdenes autoinmunes o a la 
presencia de microorganismos patógenos conocidos, como el VHC, o algún otro aún no 
identificado. La estimulación crónica de las células tumorales podría activar receptores de 
superficie que desencadenen rutas de proliferación que en última instancia activarían a 
NF-kB, tanto por la vía canónica como por la ruta alternativa, y en definitiva inducir 
incremento en la supervivencia de la célula tumoral (Figura 18). No obstante, este es un 







 92 | DISCUSIÓN 
 
 Caracterización Molecular del Linfoma de la Zona Marginal Ganglionar 
 
Figura 18. Modelo representativo de la hipótesis de activación de NF-kB en LZMG. En rojo 
aparecen los genes y rutas sobreexpresados y en verde los reprimidos. Las flechas azules 
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1. El linfoma de la zona marginal ganglionar supone una entidad molecular única y 
claramente diferenciada de los otros subtipos de linfoma de la zona marginal y de 
los demás linfomas B de bajo grado, según establece su perfil molecular 
homogéneo. 
 
2. El linfoma de la zona marginal ganglionar reproduce el patrón molecular de la 
zona marginal normal, expresando genes y miRNAs característicos de esta zona.  
 
3. La sobrexpresión de citoquinas, genes proinflamatorios y genes relacionados con 
procesos de presentación de antígeno; unido al enriquecimiento de vías de 
señalización de interleuquinas e integrinas, sugieren que el microambiente 
inflamatorio y la estimulación antigénica podrían ser relevantes en este tipo de 
linfoma. 
 
4. El perfil molecular del linfoma de la zona marginal ganglionar ha permitido la 
identificación de genes y miRNAs que forman parte de rutas metabólicas que 
podrían estar implicadas en la ontogenia de este desorden: 
- genes: CD74, TACI, TGFB1 
- miRNAs: miR-221  
- rutas: interleuquinas, integrinas, CD40, BCR, NF-kB y TGFB. 
 
5. Se han identificado igualmente genes y miRNAs con expresión diferencial entre el 
linfoma de la zona marginal ganglionar y el linfoma folicular que podrían tener 
valor diagnóstico: 
- genes: CD44, TACI, TGFB1, CHIT1 
- miRNAs: miR-221, miR-223, let-7f 
 
6. Han sido identificados genes y miRNAs con expresión diferencial entre el linfoma 
de la zona marginal ganglionar y el linfoma esplénico de la zona marginal, por lo 
que el estudio del perfil molecular podría ser útil en el diagnóstico de estos dos 
subtipos de linfoma: 
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- genes: CD82, PRKD2, IRF3, PIK4CB, TGFB1 
- miRNAs: miR-199a 
- rutas: IL2, IL6, integrinas, CD40, TNFR y TGFB 
 
7. Algunos de los genes más relevantes de este trabajo se han revelado como 
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ABREVIATURAS  
 
ADN: Ácido desoxiribonucleico 
ADNc: Ácido desoxiribonucleico complementario 
ANC: Análisis de número de copias 
ANOVA: ANalysis Of Variance 
AO: Actividad oncogénica 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNc: Ácido ribonucleico complementario 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
BCL2: B cell lymphoma 2 
BCL6: B cell lymphoma 6 
BCR: Receptor de célula B 
BHR: Bazos con hiperplasia reactiva 
C. Com.: Casa comercial 
CAPweb: Copy number Array analysis Platform on the web 
CBM: Célula B de memoria 
CG: Centro germinal 
CGH: Comparative genomic hybridization 
CHIT1: Chitinase 1 
CIP: Fosfatasa intestinal de ternera 
CMH II: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II 
CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
CTP: Cianina tri-fosfato 
DMSO: Dimetil sulfóxido 
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group 
EXPANDER: Expression Analyzer and DisplayER 
FC: Fold change 
FCS: Suero fetal de ternera 
FDR: False Discovery Rate 
FISH: Fluorescence in situ hybridization 
FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index 
GEPAS: Gene Expression Patterns Analysis Suite 
GLR: Ganglio linfático con hiperplasia folicular reactiva  
GSEA: Gene Set Enrichment Analysis 
HVS: Hospital Virgen de la Salud de Toledo 
IFNγ: Interferón gamma 
Ig: Inmunoglobulina 
IgA: Inmunoglobulina A  
IgD: Inmunoglobulina D 
IgG: Inmunoglobulina G 
IgM: Inmunoglobulina M 
IgVH: Dominio variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina 
IHQ: Inmunohistoquímica 
IKIP: Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase-interacting protein 
IPI: International Prognostic Index 
LBDCG: Linfoma B difuso de célula grande 
LBM: Linfocitosis B monoclonal 
LCM: Linfoma de células del manto 
LDH: Lactato deshidrogenasa 
LEZM: Linfoma esplénico de la zona marginal 
LEZM-G: Linfoma esplénico de la zona marginal diseminado al ganglio 
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LF: Linfoma folicular 
LH: Linfoma de Hodgkin 
LLA: Leucemia linfoblástica aguda 
LLC: Leucemia linfática crónica 
LMC: Leucemia mieloide crónica 
LMO2: LIM domain only protein 2  
LPA: Leucemia promielocítica aguda 
LZM: Linfoma de la zona marginal 
LZMG: Linfoma de la zona marginal ganglionar 
LZM-MALT: Linfoma de la zona marginal de tipo MALT 
MALT: Tejido linfoide asociado a mucosas 
miRNA: microRNA 
MM: Mieloma múltiple 
MN: Zona del manto 
NF-kB: factor de transcripción nuclear kappa B 
NOTCH2: Neurogenic locus notch homolog protein 2 
NV: No valorable 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
pb: pares de bases 
PBS: Tampón fosfato salino 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PRDM1: PR domain zinc finger protein 1 
pre-miRNA: precursor miRNA 
pri-miRNA: primary transcript miRNA 
PTN INS: Fosfatidil inositol 
qRT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real 
R. Cons.: Resultados consistentes 
RHOH: Rho-related GTP-binding protein Rho, type H 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism 
Sobre. Exp.: Sobreexpresión 
SOTA: Self-Organizing Tree Algorithm 
ST: Supresor de tumores 
TACI: Transmembrane activator and CAML interactor 
TCL1: T cell lymhpoma 1 
TCR: Receptor de célula T 
TGFB: Transforming growth factor beta  
TI-2: Respuesta inmune timo independiente de tipo 2 
TNF: Tumor nuclear factor 
TNFAIP3: tumor nuclear factor activating protein 3 
TNFR: Tumor nuclear factor receptor 
ULS-Cy5(3): Universal linkage system with cyanine 5 (3) 
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
UTR: Untranslated region 
VHC: Virus de la Hepatitis C 
ZM: Zona del marginal 
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